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DESENVOLVIMENTO DE TÉCNICAS ALTERNATIVAS EM 
FLUIDOS PRESSURIAZADOS E ULTRASSOM PARA 
PRODUÇÃO DE MONOGLICERÍDEOS E DIGLICERÍDEOS A 
PARTIR DA REAÇÃO DE GLICERÓLISE ENZIMÁTICA DE 
ÓLEO DE OLIVA 
 
Este trabalho teve como objetivo a otimização dos parâmetros de reação 
para a produção de mono e diacilgliceróis catalisada pela lipase 
Novozym 435 em fluido pressurizado e ultrassom, na presença ou não 
de agentes surfactantes. A estratégia sequencial de planejamentos de 
experimentos mostrou-se útil na maximização das condições para a 
conversão do produto no sistema com fluido pressurizado utilizando 
Novozym 435 como catalisador, onde delineou-se as melhores 
condições para a realização de experimentos avaliando a cinética da 
reação. A condição ótima para conversão do produto em n-butano foi 
razão mássica de solventes (n-butano) para substratos de 4:1, pressão de 
10 bar, razão molar de glierol:óleo de 2:1, agitação de 600 rpm, 70 ºC, 
concentração de AOT em 7,5 %, concentração de enzima de 7,5 % (para 
ambos em massa em relação aos substratos) em 2 horas, resultando em 
uma concentração de MAG e DAG de cerca de 71 % e 9 %, 
respectivamente. O estudo cinético de reação para a produção de MAG e 
DAG mostrou conversão satisfatória (~65 % MAG e 10 % DAG) em 6 
horas de reação. Em sistema de ultrassom, os experimentos foram 
desenvolvidos em sistema batelada para o estudo das cinéticas das 
reações e avaliação dos efeitos da temperatura (50 a 70 ºC), 
concentração de enzima imobilizada (2,5 a 10 %, m/m, em relação aos 
substratos), relação molar de glicerol:óleo (0,8:1; 1:1; 2:1 e 3:1), com 
potência de ultrassom em 132 W. Os resultados mostraram que a 
glicerólise de óleo de oliva catalisada por lipase em meio ultrassônico 
pode ser uma potencial rota para a produção de MAG e DAG sem a 
utilização de surfactantes. Os resultados também mostraram que é 
possível maximizar a produção de MAG e/ou DAG, dependendo da 
relação molar de glicerol:óleo utilizada no sistema reacional. Elevados 
conteúdos de MAG (~39 %, m/m) e DAG (~45 %, m/m) foram obtidos 
usando relação molar de glicerol:óleo de 2:1 e 0,8:1, e concentrações de 
enzima de 7,5 % (m/m), ambos em 6 horas de reação a 70 ºC, 600 rpm e 
potência de 132 W. Os maiores conteúdos da mistura de MAG + DAG 
 (~64 %, m/m) foram obtidos utilizando relação molar de glicerol:óleo de 
0,8:1, a 70 ºC, 600 rpm, concentração de enzima de 7,5 % (m/m) e 
potência de 132 W. 
 
Palavras-chave: lipase, monoacilgliceróis, diacilgliceróis, óleo de oliva, 
n-butano, ultrassom. 
 Abstract of Thesis presented to Chemistry Engineering Program as a 
partial fulfillment of the requirements for the Degree of Doctor in 
Chemical Engineering.  
 
DEVELOPMENT OF ALTERNATIVE TECHNIQUES OF 
PRESSURIZED FLUIDS AND ULTRASSOUND FOR 
PRODUCTION OF MONOGLYCERIDES AND DIGLYCERIDES 
FROM ENZYMATIC GLICEROLYSIS REACTION OF OLIVE 
OIL 
 
This study aimed at optimizing the reaction parameters for the 
production of monoacylglicerols and diacylglycerols catalyzed by lipase 
Novozym 435 in pressurized fluid and ultrasound in the presence or 
absence of surfactants. The strategy of sequential planning of 
experiments proved to be useful in maximizing the conditions for the 
conversion of the product in the system with pressurized fluid using 
Novozym 435 as catalyst, which delimited the best conditions for the 
realization of experiments evaluating the reaction kinetics. The optimum 
condition for conversion of the product using n-butane as pressurized 
fluid was weight ratio of solvent (n-butane) to substrates of 4:1, pressure 
of 10 bar, glycerol:oil molar ratio 2:1, 600 rpm agitation, 70 °C, AOT 
concentration of 7.5% and enzyme concentration of 7.5% (both by 
substrates weight) in two hours of reaction, resulting in a concentration 
of MAG and DAG about 71% and 9%, respectively. The reaction 
kinetics study for the production of MAG and DAG showed satisfactory 
concentration (~ 65% MAG and 10% DAG) in 6 hours of reaction. In 
ultrasound system, the experiments were conducted in batch system for 
studying the reactions kinetic and evaluation of the effects of 
temperature (50 - 70 °C), concentration of immobilized enzyme (2.5 to 
10% w/w, in relation to substrates), glycerol:oil molar ratio (0.8:1, 1:1, 
2:1 and 3:1), with ultrasound power of 132 W. The results showed that 
the lipase-catalyzed glycerolysis of olive oil in ultrasonic system may be 
a potential route for the production of MAG and DAG without the use 
of surfactants. The results also showed that it is possible to maximize 
the production of MAG and/or DAG, depending on the molar ratio 
glycerol:oil used in the reaction system. High contents of MAG (~ 39%) 
and DAG (~ 45%) were obtained using a molar ratio glycerol: oil ratio 
of 2:1 and 0.8:1, and enzyme concentrations of 7.5% (w/w), both in 6 
hours of reaction at 70 °C, 600 rpm and power of 132W. The highest 
content of the mixture MAG + DAG (~ 64%) were obtained using molar 
 ratio glycerol:oil 0.8:1, at 70 °C, 600 rpm, enzyme concentration of 
7.5% (w/w) and power of 132 W. 
 
Keywords. Lipase, monoacylglycerols, diacylglycerols, olive oil, n-
butane, ultrasound 
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1. INTRODUÇÃO 
 
A atual situação mundial vem provocando o rápido avanço em 
pesquisas que visam ao desenvolvimento de tecnologias limpas, assim 
como a busca por combustíveis alternativos provindos de fontes 
renováveis, como o biodiesel. Entretanto, a rápida expansão da produção 
de biodiesel é acompanhada de um excesso de produção de glicerina e, 
consequentemente, há a necessidade de se encontrar um destino para 
este produto. 
Apesar deste produto dispor de aplicações no mercado de 
cosméticos, o aumento de sua oferta precisa ser precedido de análise 
sobre aplicação em outros segmentos, o que pode configurar uma área 
específica de pesquisa, a gliceroquímica (Oliveira e Costa, 2002). Neste 
sentido, existem estudos buscando encontrar novas aplicações e novos 
mercados para a glicerina, que tornariam ainda mais interessante a 
produção de biodiesel (Felizardo, 2003). 
Segundo Kirk-Othmer (2007) a demanda pela glicerina vem 
crescendo mais nos mercados de uso pessoal, higiene dental e alimentos, 
onde o produto tem maior pureza e valor agregado, correspondendo a 
64% do total da glicerina utilizada em diferentes áreas. Uma outra 
aplicação interessante a se considerar é a síntese de monoglicerídeos 
(MAG) e diglicerídeos (DAG) a partir do glicerol, utilizando diferentes 
técnicas. 
O uso de enzimas para modificar a estrutura e a composição de 
óleos e gorduras vem crescendo consideravelmente nos últimos anos, 
caracterizando-se em avanços significativos na área de biotransformação 
(Rendón, 2001). É neste contexto que surge o uso de monoglicerídeos e 
diglicerídeos na indústria alimentícia e farmacêutica, por representarem 
uma importante classe de produtos nestas indústrias. No setor 
alimentício, são amplamente utilizados como emulsificantes, 
principalmente em produtos de panificação, margarinas e produtos da 
indústria leiteira. Na linha de cosméticos, os MAG são usados como 
agentes de textura em cremes, pastas e loções (Bornscheuer, 1995). Na 
área da saúde, os DAG são classificados como alimentos funcionais que 
auxiliam principalmente no combate às altas taxas de colesterol e 
triglicérides (Seong-Koon et al., 2007). Com base na ampla utilização 
em diferentes áreas, a produção de MAG e DAG vem recebendo grande 
atenção nas últimas duas décadas. 
Atualmente, a produção de MAG e DAG em escala industrial é 
realizada pela reação de glicerólise a partir de glicerol e triglicerídeos 
(TAG) (óleos vegetais) empregando-se altas temperaturas (acima de 210 
 ºC) e catalisadores químicos homogêneos (notadamente bases, como 
NaOH). Os rendimentos obtidos são relativamente baixos 
(aproximadamente 25 %, m/m) e os produtos são geralmente de baixa 
qualidade (Sonntag, 1982; Boyle, 1997). Em geral, o produto final 
torna-se de cor escura e de odor desagradável decorrente da formação de 
produtos indesejáveis devido às reações de polimerização. Para 
minimizar estes problemas, os fabricantes utilizam gorduras 
hidrogenadas, que geram produtos que contêm ácidos graxos na 
configuração trans. Sabe-se que o consumo de produtos industrializados 
que contêm ácidos graxos trans está associado com maior incidência de 
doenças cardíacas, problemas de obesidade, dentre outros malefícios 
(Fregolente et al., 2007). 
Por outro lado, embora ainda com custo elevado, os processos 
enzimáticos destacam-se pelos benefícios propiciados, pois empregam 
baixas temperaturas de operação (entre 40 e 70 ºC). São empregadas 
como catalisadores lipases que irão catalisar maior quantidade dos 
produtos que se deseja (no caso, MAG e DAG) e o emprego de gorduras 
hidrogenadas não é necessário por não haver subprodutos de 
polimerização (Fregolente et al., 2007).  
A glicerólise consiste na reação de TAG com glicerol 
produzindo MAG e DAG, que por sua vez pode reagir com glicerol 
formando apenas MAG (Fregolente, 2006). TAG e MAG também 
reagem formando DAG. Assim, o conhecimento da cinética e das 
características destas reações possibilita direcionar o processo para a 
maximização de um determinado produto (MAG ou DAG). 
Um dos fatores primordiais para viabilidade da reação de 
produção de MAG e DAG está no fato de que o glicerol deve estar 
disperso no óleo. Devido à natureza polar do glicerol e apolar dos óleos 
vegetais, tais compostos apresentam miscibilidade mútua bastante 
limitada (Kaewthong e H-Kittikun, 2004). Uma alternativa para 
dispersar o glicerol no óleo é utilizar uma molécula com características 
polares e apolares, substância esta que pode ser um solvente orgânico ou 
um surfactante (agente tensoativo). O surfactante, por sua característica 
molecular, tem a capacidade de dispersar substratos polares em apolares 
em microemulsões ou micelas reversas. Com as microemulsões de 
glicerol em óleo, obtém-se um meio reacional alternativo para a 
produção de MAG e DAG. Fiametti et al. (2008 e 2009) relataram que a 
utilização do agente tensoativo AOT (bis(2-etil-hexil) sulfossucinato de 
sódio) promoveu a formação de microemulsões no sistema reacional. Os 
autores constataram ainda que o aumento da quantidade de surfactante 
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no meio reacional contribui para a formação das microemulsões, 
aumentando a área interfacial e dessa forma a reação é catalisada. 
A utilização de solventes pressurizados e surfactante em uma 
mesma reação de glicerólise pode se mostrar interessante, uma vez que 
estes desempenham diferentes papéis. Sendo a lipase um catalisador que 
necessita da maior superfície de contato possível, o surfactante pode 
favorecer este contato através da formação de micelas reversas, e a baixa 
miscibilidade do glicerol no óleo pode ser reduzida com a utilização do 
solventes pressurizados, além de contribuir para o incremento da 
transferência de massa. 
Além disso, com o avanço de novas tecnologias, surgem novas 
e eficientes formas de transferência de energia. Uma delas é o uso do 
ultrassom, onde os efeitos físicos como o aumento da temperatura, a 
transferência de massa, a cavitação estável e a transitória devem ser 
considerados para a utilização em processos biotecnológicos. A 
influência das ondas ultrassônicas na atividade e estabilidade de enzimas 
tem demonstrado ser específica para cada enzima e dependente dos 
parâmetros de sonicação (Martinez et al., 2000). 
Considerando o exposto acima, este trabalho propõe a avaliação 
de diferentes sistemas reacionais para a síntese enzimática de MAG e 
DAG, a partir do óleo de oliva e glicerol, propondo técnicas alternativas, 
como o emprego de ultrassom e o uso de fluidos pressurizados. A 
investigação da síntese utilizando fluido pressurizado, surfactante e com 
o auxílio de ultrassom pode indicar o melhor meio reacional em relação 
à conversão e à estabilidade da enzima. Cada um dos sistemas reacionais 
citados possui vantagens biotecnológicas próprias e, devido a estes 
aspectos, configurou-se a presente tese. 
 
1.1. Objetivo geral do trabalho 
 
A partir do contexto acima, vislumbra-se como objetivo geral 
deste trabalho o estudo da produção de monoglicerídeos e diglicerídeos 
através da reação de glicerólise catalisada por uma lipase imobilizada, 
comercial, utilizando como substrato óleo de oliva, surfactantes 
aniônicos e de grau alimentício, n-butano como solvente pressurizado, 
além do emprego do ultrassom. 
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 1.2. Objetivos específicos 
 
O alcance do objetivo geral deste trabalho ocorreu através da 
execução dos seguintes objetivos específicos: 
i) Utilizar n-butano como solvente e surfactante na reação de 
produção enzimática de MAG e DAG, avaliando o efeito das 
variáveis de processo (temperatura, pressão, razão molar 
glicerol:óleo, concentração de enzima e surfactante) sobre a 
conversão da reação; 
ii) Obter da cinética de produção de MAG e DAG em meio 
pressurizado; 
iii) Estudar o efeito das variáveis do processo (temperatura, 
concentração de enzima, razão molar glicerol:óleo) em sistema 
de ultrassom sobre a reação de glicerólise; 
iv) Estudar a cinética enzimática de produção de MAG e DAG em 
ultrassom; 
v) Estudar a influência do ultrassom na estabilidade das enzimas. 
30
Capítulo 2 –Revisão Bibliográfica 
2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
Este capítulo tem por finalidade reunir e discutir as informações 
disponíveis na literatura sobre a reação de glicerólise para obtenção de 
monoacilgliceróis e diacilgliceróis por via enzimática, com fluidos 
pressurizados, em sistema de ultrassom e presença de surfactante. 
Posteriormente, serão ressaltados os principais aspectos da glicerólise, 
assim como as características do catalisador enzimático, as vantagens da 
utilização do surfactante, do emprego de fluidos pressurizados e do 
ultrassom, além do relato de alguns trabalhos relacionados à glicerólise 
enzimática.  
 
2.1. Limitações atuais da tecnologia de modificação de óleos e 
gorduras 
 
Óleos e gorduras são ésteres de ácidos carboxílicos com o 
glicerol, denominados triglicerídeos (TAG) ou triacilgliceróis, 
substâncias constituídas por uma molécula de glicerol ligada a três 
moléculas de ácidos graxos. A natureza física destes compostos é 
definida pelo comprimento da cadeia, pelo grau de insaturação e pela 
distribuição dos radicais. Os TAG são os principais componentes de 
qualquer gordura animal ou vegetal. Dependendo da origem do óleo, o 
conteúdo em TAG e ácidos graxos pode variar significativamente 
(Moretto e Fett, 1998). 
Óleos e gorduras têm um papel fundamental na alimentação 
humana. Além de fornecerem calorias, agem como veículo para as 
vitaminas lipossolúveis, como A, D, E e K1. Também são fontes de 
ácidos graxos essenciais como o linoléico, linolênico e araquidônico e 
contribuem para a palatabilidade dos alimentos (Karleskind, 1996; Gurr 
e Harwood, 1996).  
Desde os anos 1980 tem surgido um crescente interesse na 
tecnologia de modificação dos óleos e gorduras. Esta tendência pode ser 
atribuída principalmente ao fato desses materiais serem obtidos de 
fontes naturais e empregados como importantes matérias-primas para as 
indústrias químicas, farmacêuticas e alimentícias (Castro et al., 2004). 
Os óleos e gorduras naturais podem ser os únicos constituintes 
de um produto ou podem fazer parte da mistura de diversos constituintes 
em um composto. Existem casos, entretanto, que se torna necessário 
modificar as características desses materiais, para adequá-los a uma 
 determinada aplicação (Clauss, 1996, Grampone, 1993, apud Castro et 
al., 2004). 
Portanto, o setor industrial de óleos e gorduras tem 
desenvolvido diversos processos para manipular a composição das 
misturas de TAG. A estrutura básica dos óleos e gorduras pode ser 
redesenhada, por meio da síntese de ésteres para produção de 
emulsificantes (esterificação), pela modificação química dos ácidos 
graxos (hidrogenação), pela reversão da ligação éster (hidrólise) e 
reorganização dos ácidos graxos na cadeia principal do TAG 
(interesterificação) (Hammond e Glatz, 1988). Sem levar em 
consideração os outros processos existentes, como o fracionamento, 
pode-se afirmar que as limitações na obtenção desses produtos estão 
associadas aos tipos de catalisadores químicos empregados, que são 
pouco versáteis e requerem altas temperaturas para atingir razoável 
velocidade de reação. Além disso, possuindo baixa especificidade, 
geralmente fornecem produtos de composição química mista ou 
contaminada, que requerem uma etapa posterior de purificação. 
Nesse contexto, o enfoque biotecnológico vem se apresentando 
como uma alternativa atrativa para exploração na indústria de óleos e 
gorduras, principalmente quando são consideradas algumas das 
vantagens, tais como maior rendimento do processo, obtenção de 
produtos biodegradáveis, menor consumo de energia, redução da 
quantidade de resíduos e introdução de rotas mais acessíveis de 
produção (Castro et al., 2004). 
 
2.2. Azeite de oliva 
 
Dentre os óleos vegetais comestíveis comercializados 
mundialmente, o azeite de oliva (Olea europeae sativa) é um dos mais 
importantes e antigos, sendo largamente empregado nos países que 
margeiam o Mediterrâneo. Dentre os óleos vegetais não refinados, o 
óleo de oliva apresenta um dos mais apreciados “flavours”. (Kiritsakis e 
Markakis, 1987). 
O azeite de oliva contém aproximadamente 90% de ácidos 
graxos insaturados, sendo o principal componente o monoinsaturado 
ácido oléico. Seu conteúdo de ácidos graxos poliinsaturados é de nível 
baixo, aproximadamente 10%. Tanto a polpa como a semente contêm 
óleo e é interessante notar que o óleo da semente e o da polpa do fruto 
da oliveira são idênticos em composição (Moretto e Fett, 1998). 
A composição do azeite de oliva extra virgem é resultante de 
uma interação complexa entre as variedades de olivas, condições 
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ambientais, grau de maturidade do fruto e tecnologia de extração. O 
azeite extra virgem é o único que não é extraído por solventes, sendo 
obtido por prensagem a frio da oliva. Este azeite conserva seus 
componentes originais, entre os quais os polifenóis, característicos pelo 
odor do azeite. No entanto, quando o processamento inclui o uso de 
solventes (azeites refinados), boa parte destes compostos fenólicos são 
perdidos. Isto ocorre também quando o azeite é alcalinizado para reduzir 
a acidez, constituindo assim em perda de qualidade do produto (Angelis, 
2001). 
O azeite de oliva, como a maioria de óleos e gorduras 
comestíveis, é composto por duas frações: a fração saponificável 
(glicerídica) e a insaponificável (não glicerídica). Os compostos 
glicerídicos incluem os TAG, DAG, MAG e fosfolipídeos (Ruiz-
Gutierrez e Pérez-Camino, 2000). A fração saponificável do azeite de 
oliva, como na maioria dos óleos vegetais, representa em torno de 98-
99% da composição do óleo, sendo os TAG os principais componentes 
(95-98%), ou seja, ésteres de ácidos graxos e glicerol (Aued-Pimentel, 
1991). Na Figura 2.1, é apresentada a estrutura genérica de um TAG. A 
maioria dos TAG encontrados em óleos são mistos, ou seja, os resíduos 
de ácidos graxos (R1, R2, R3) são todos diferentes ou somente dois são 
iguais. 
 
 
Figura 2.1 – Estrutura genérica de um triglicerídeo 
 
Os principais ácidos graxos presentes no azeite de oliva são: 
ácido oléico (C18:1), ácido linoléico (C18:2), ácido palmítico (C16:0), 
ácido palmitoléico (C16:1) e ácido esteárico (C18:0). Outros ácidos 
graxos, como o ácido linolênico (C18:3), normalmente estão presentes 
na constituição do azeite de oliva, mas em quantidades inferiores a 1 % 
(Codex Alimentarius, 2003), como pode ser observado na Tabela 2.1. Já 
os compostos não glicerídicos incluem os hidrocarbonetos, ácidos 
graxos livres, ceras, ésteres etílicos e metílicos de ácidos graxos, 
esteróis, álcoois e diálcoois triterpênicos e outros constituintes e 
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 contaminantes, tais como fenóis e metais (Ruiz-Gutierrez e Pérez-
Camino, 2000). 
 
Tabela 2.1 - Composição química do azeite de oliva 
Ácidos Graxos Quantidade (%) 
Ác. palmítico (C16:0)  8,78 ± 0,04 
Ác. palmitoléico (C16:1)  0,5 ± 0,01 
Ác. esteárico (C18:0)  2,86 ± 0,05 
Ác. oléico (C18:1)  75,07 ± 0,09 
Ác. linoléico (C18:2)  11,72 ± 0,01 
Ac. linolênico (C18:3)  0,38 ± 0,01 
Ác. araquídico (C20:0)  0,32 ± 0,01 
Ác. gadoléico (C20:1)  0,25 ± 0,01 
Ác. behênico (C22:0)  0,12 ± 0,01 
Fonte: Ndiaye (2004). 
 
2.3. Glicerol 
 
O glicerol (1,2,3-propanotriol) pode ser encontrado em todas as 
gorduras e óleos vegetais, sendo um importante intermediário no 
metabolismo dos seres vivos. O termo glicerol aplica-se geralmente ao 
composto puro, ou seja, ao 1,2,3-propanotriol, enquanto o termo 
glicerina aplica-se aos produtos comerciais que contenham 95% ou mais 
de glicerol na sua composição. A estrutura genérica de uma molécula de 
glicerol encontra-se apresentada na Figura 2.2. 
 
 
Figura 2.2 – Estrutura de uma molécula de glicerol. 
 
Todo o glicerol produzido no mundo, até 1949, era proveniente 
da indústria de sabão. Atualmente, 70% da produção de glicerol nos 
Estados Unidos ainda provém dos glicerídeos (óleos e gorduras naturais) 
e o restante, da produção do glicerol sintético (subproduto da fabricação 
de propileno), da produção de ácidos graxos e também de ésteres de 
ácidos graxos (biodiesel) (Vallyiappan et al., 2008). 
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No Brasil, a Lei 11.097/2005 introduziu o biodiesel na matriz 
energética, estabelecendo metas para a adição deste biocombustível ao 
diesel de petróleo (ANP, 2005). Resoluções posteriores determinaram a 
obrigatoriedade do uso de misturas com quantidade crescente de 
biodiesel ao diesel. Em janeiro de 2010, a mistura B5 (5 % de biodiesel  
e 95 % de diesel) passou a ser obrigatória, conforme estipulado pela 
Resolução CNPE 6/2009 (CNPE, 2009). Com a implementação da 
mistura B5, prevê-se que a produção anual brasileira atinja 2,5 bilhões 
de litros de biodiesel, paralelamente à geração de uma quantidade 
expressiva de glicerina, de cerca de 250 mil toneladas por ano (ANP, 
2010). 
No momento, o mercado não é capaz de absorver a quantidade 
excedente de glicerina bruta para as aplicações industriais 
tradicionalmente existentes (Johnson e Taconi, 2007), que atualmente 
consomem, no Brasil, cerca de 30 mil toneladas por ano (Mota, Silva et 
al., 2009). Desta forma, torna-se imperativa a busca por alternativas para 
o aproveitamento desta glicerina excedente. 
No que diz respeito à conversão do glicerol através de processos 
catalíticos, cabe mencionar a possibilidade de sua utilização como 
substrato para a produção de mono- e diacilgliceróis, biomoléculas de 
alto valor agregado, amplamente utilizadas como emulsificantes em 
diversas indústrias, especialmente alimentícia (Noureddini e 
Medikonduru, 1997; Langone e Sant'anna, 2002; Monteiro et al., 2003; 
Esmelindro et al., 2008; Moquin e Temelli, 2008). 
  
2.4. Monoacilgliceróis e Diacilgliceróis 
 
Os monoglicerídeos ou monoacilgliceróis (MAG) e os 
diglicerídeos ou diacilgliceróis (DAG) são os produtos mais valiosos 
que se obtém em reações de glicerólise (Moquin et al., 2006). 
Monoglicerídeos são moléculas constituídas por uma molécula de 
glicerol ligada a uma molécula de ácido graxo, como pode ser observado 
na Figura 2.3. DAG, por sua vez, são moléculas constituídas por uma 
molécula de glicerol ligada a duas moléculas de ácido graxo. Por 
apresentarem um balanço hidrofílico-hidrofóbico em suas estruturas 
(sendo o glicerol hidrofílico e o ácido graxo hidrofóbico), os MAG ou 
misturas deste com DAG possuem importantes aplicações industriais, 
representando cerca de 70% de todos os emulsificantes sintéticos 
utilizados nas indústrias alimentícia, farmacêutica e cosmética (Ferreira-
Dias et al., 2001; Damstrup et al., 2005; Cheirsilp et al., 2007).  
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 O campo de aplicações de MAG é variado: emulsificantes, 
estabilizantes e moléculas condicionadoras, potencialmente benéficos à 
saúde na indústria alimentícia, como produtos de padaria, margarinas, 
produtos de leites e confeitaria devido às suas propriedades 
emulsificantes, estabilizantes e condicionantes, ésteres de ácidos graxos 
de polióis como constituintes de drogas na indústria farmacêutica, nova 
geração de surfactantes na indústria de detergentes (Boyle, 1997; 
Jackson e King, 1997; Noureddini et al., 2004; Moquin et al., 2005; 
Damstrup et al., 2005). Todas essas aplicações são atribuídas 
principalmente aos MAG devido a sua característica aniônica e 
estabilidade tanto em meio ácido quanto em meio básico (Boyle, 1997). 
Eles também são de grande interesse em química orgânica sintética onde 
são utilizados como intermediários sintéticos e como blocos de 
construção quiral (Pawongrat et al., 2007). Bellot et al. (2001) e 
Kaewthong e H-Kittikun (2004) afirmam ainda que, devido às 
propriedades lubrificantes e plastificantes, os MAG são também 
utilizados em processos têxteis e produção de plásticos. 
 
 
Figura 2.3 - Representação da reação de formação de monoglicerídeo. 
 
Mono e diacilgliceróis constituem a maior parte dos 
emulsificantes alimentícios. São consumidos em um nível anual de 85 
mil toneladas nos Estados Unidos, o que representa aproximadamente 
70% dos emulsificantes totais utilizados em produtos alimentícios. As 
diretivas da Organização Mundial de Saúde (OMS) requerem misturas 
de mono e diacilgliceróis (EEC, código 471) tenham pelo menos 70% 
de mono + diglicerídeo, e um mínimo de 30% monoacilglicerol, e que 
os conteúdos de ambos, glicerol (G) e triglicerídeo, estejam abaixo de 
10%. Monoglicerídeos são emulsificantes com estado GRAS (Generally 
Recognized as Safe - Geralmente Reconhecido como Seguro) (Arcos e 
Otero, 1996). 
Devido à importância mundial dos MAG e os seus derivados 
como aditivos ativos na superfície em uma gama extensiva de alimentos, 
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considerável atenção foi dada recentemente para melhorar sua síntese 
(Pawongrat et al., 2007), principalmente pelo fato de alguns estudos 
relatarem que MAG inibem um aumento dos níveis de triacilglicerol e 
insulina no sangue após as refeições (Takeno et al., 2009), além de 
monoésteres que contém ácido oleico, especialmente quando este ácido 
graxo é atacado na posição sn2, possuem potentes efeitos antioxidante, 
antidiabético e antiaterogênico in vitro e em células (Cho et al., 2010).  
Os DAG são ésteres de glicerol presentes em óleos e gorduras 
(2–10%) de diferentes fontes e são formados por dois ácidos graxos 
unidos covalentemente por ligação éster a uma molécula de glicerol. As 
moléculas de DAG podem apresentar isomeria de posição em seus 
ácidos graxos dando origem aos isômeros 1,2-DAG e 1,3-DAG (Lo et 
al., 2007). Eles estão naturalmente presentes como componentes 
secundários em vários óleos e gorduras comestíveis, são conhecidos 
como aditivos funcionais em alimentos, na medicina e em indústrias de 
cosméticos, às vezes associados com MAG.  
O interesse na produção industrial de diacilgliceróis é mais 
recente do que no caso dos monoacilgliceróis (Xu, 2004). Ao contrário 
dos triacilgliceróis, os diacilgliceróis, em especial os 1,3- diacilgliceróis 
(Matsuo e Tokimitsu, 2001), atuam no combate a altas taxas de 
colesterol e triacilgliceróis, na prevenção da obesidade (Eom et al., 
2010), e na prevenção e redução do acúmulo de gordura no corpo 
(Matsuo e Tokimitsu, 2001; Taguchi et al., 2001; Yasukawa & 
Yasunaga, 2001; Yamamoto et al., 2001; Takei et al., 2001; Maki et al., 
2002, Kasamatsu et al., 2005, Meng et al., 2004). Os diacilgliceróis são, 
portanto, benéficos para a redução das doenças relacionadas a estes 
fatores de risco, como doenças coronarianas, diabetes mellitus, 
hipertensão e alguns tipos de câncer (Matsuo e Tokimitsu, 2001).  
O sabor e as propriedades físico-químicas dos DAG são 
comparáveis àqueles óleos vegetais disponíveis tradicionalmente, uma 
vez que são estruturalmente muito similares (Fregolente et al., 2009). 
Taguchi et al. (2001) mediram o valor energético de DAG e TAG 
através de uma bomba calorimétrica, onde obtiveram valores de 9,30 e 
9,46 kcal/g, respectivamente, entretanto, não se observou diferença 
significativa na taxa de absorção pelo organismo, que para ambos (DAG 
e TAG) foi de 96,3%. Assim, justificam que a característica dos DAG 
em reduzir o acúmulo de gordura corporal não é causada por diferenças 
no valor energético ou na taxa de absorção, mas nos diferentes 
mecanismos metabólicos de TAG e DAG. Pesquisas realizadas com 
ratos relatam que, ao contrário dos TAG, que em excesso no organismo 
são estocados em forma de gordura localizada, os DAG são facilmente 
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 utilizados pelo organismo como fonte de energia (Maki et al., 2002). 
Kasamatsu et al. (2005) afirmam que sucessivos aquecimentos e 
resfriamentos de DAG não apresentam efeitos genotóxicos, como ocorre 
tradicionalmente com óleos vegetais convencionais. 
Os diacilgliceróis podem ser comercializados como óleo rico 
em diacilgliceróis, apresentando um benefício fisiológico específico (Lo 
et al., 2008). No Japão, óleos para cozinha contendo no mínimo 80% 
(m/m) de diacilgliceróis são classificados desde 1999 como “Alimentos 
específicos para a saúde” (Matsuo, 2004; Blasi et al., 2007; Morita et 
al., 2008). É o caso do Econa Healthy Cooking Oil, comercializado pela 
ADM/Kao Group do Japão. Os diacilgliceróis encontram aplicação em 
emulsões óleo/água (O/A), como maioneses e molhos para saladas, em 
emulsões água/óleo (A/O), como margarina, spreads, recheios cremosos 
e produtos de confeitaria, em shortenings, em produtos fritos (batatas 
fritas, bolos fritos, doughnuts) e em coberturas para sorvetes (Lo et al., 
2008). Também foram desenvolvidos óleos ricos em diacilgliceróis com 
alto teor de ácidos graxos insaturados, acrescidos de fitoesteróis. Esta 
mistura, capaz de reduzir os níveis de colesterol sanguíneo e do 
triacilglicerol sérico, foi patenteada por Platt et al. (2006). 
 
2.5. Glicerólise de óleos vegetais 
 
Glicerólise é a produção de MAG e DAG a partir de moléculas 
de glicerol ligadas à moléculas de TAG. Esta reação pode ser 
representada pelas seis etapas da Figura 2.4, sendo que as etapas 4 a 6 
somente ocorrerão se houver presença de água no meio reacional 
(hidrólise), o que nem sempre é desejável uma vez que neste caso, MAG 
e DAG formados podem ser transformados em ácidos graxos livres. 
Cabe salientar que as etapas de hidrólise podem ocorrer paralelamente a 
de glicerólise e que a partir de 4% de água no sistema, ácidos graxos 
livres já começam a ser formados (Moquin et al., 2006). 
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Figura 2.4 - Etapas da reação de glicerólise (1 – 3) e hidrólise (4 – 6). 
Onde: Gly = glicerol, AGL = ácidos graxos livres, e k1-k12 = constantes 
de reação. 
 
 Como mostrado na Figura 2.4, um mol de TAG reage com um 
mol de glicerol produzindo um mol de MAG e um mol de DAG. Então, 
um mol de DAG reage novamente com um mol de glicerol para a 
formação de outros dois mols de MAG (Fregolente, 2006). Se o 
interesse for a produção de DAG, manipula-se o excesso de TAG no 
meio reacional e, assim, um mol de TAG reage com um mol de MAG e 
forma dois novos mols de DAG. 
Os processos comerciais para a produção de MAG utilizam 
glicerólise contínua de gorduras e óleos vegetais usando catálise 
inorgânica alcalina, tais como NaOH ou Ca(OH)2, conduzida a altas 
temperaturas (210 – 280 ºC), produzindo de 30 a 60% de mistura de 
MAG e DAG (Ferreira-Dias et al., 2001; Damstrup et al., 2005; 
Cheirsilp et al., 2007, Freitas et al., 2008). Este processo de produção 
apresenta algumas desvantagens: baixa produtividade, dificuldade de 
obtenção de produtos puros e o uso de altas temperaturas, o que pode 
ocasionar sabor e coloração indesejáveis (Bellot et al., 2001; Damstrup 
et al., 2005). Ao final deste processo é necessária a purificação por 
destilação molecular, não somente para remoção de impurezas, como 
também para concentrar os MAG a uma concentração maior que 90% 
(Kaewthong e H-Kittikun, 2004), uma vez que a Organização Mundial 
da Saúde requer que o produto final contenha abaixo de 10% (m/m) de 
glicerol mais TAG. Este método de separação não se trata de uma 
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 destilação propriamente dita, pois nesta técnica a separação dos 
compostos ocorre pela diferença de suas massas moleculares, e não 
através de equilíbrio entre fases. Assim sendo, a destilação molecular é 
considerada um processo de não equilíbrio (Batistela e Maciel, 1996; 
Micov et al., 1997). O uso deste processo é de grande gasto energético, 
o que acaba sendo mais uma desvantagem para o processo de glicerólise 
convencional (Chew et al., 2008). 
 
2.6. Lipases como catalisadores 
 
Recentemente, tem se destacado na literatura o interesse pelo 
desenvolvimento de processos enzimáticos que possam substituir as 
tradicionais rotas químicas para a produção de MAG e DAG. As 
principais vantagens destes processos catalisados por enzimas são as 
condições amenas de temperatura e de pH utilizadas, ou seja, baixas 
temperaturas e pH próximo do neutro (Ferreira-Dias et al., 2003).  
A biotransformação pode ser aplicada às modificações 
específicas ou interconversões da estrutura química realizadas por 
catalisadores bioquímicos. Os óleos e gorduras são matérias-primas 
versáteis para a aplicação desta tecnologia, sendo inúmeros os processos 
implementados em escala comercial (Castro et al., 2004). 
O interesse industrial por tecnologias enzimáticas vem 
aumentando gradativamente, principalmente nas áreas de engenharia de 
proteínas e enzimologia em meios não convencionais, as quais 
ampliaram consideravelmente o potencial de aplicação das enzimas 
como catalisadores em processos industriais. As razões do enorme 
potencial biotecnológico dessa enzima incluem fatos relacionados com: 
I) modificação de óleos e gorduras;  II) especificidade em sínteses 
orgânicas; III) alta estabilidade em solventes orgânicos; IV) não 
requerem a presença de co-fatores; V) melhora do “flavor” de alimentos 
processados e, VI) exibem uma alta enantiosseletividade. O 
reconhecimento dessas vantagens tem proporcionado um aumento 
considerável na produção e comercialização de lipases, resultando no 
desenvolvimento de tecnologias alternativas consistentes para utilização 
no setor industrial (Castro et al., 2004). 
As lipases são enzimas classificadas como hidrolases (glicerol 
éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3) e catalisam a hidrólise total ou parcial das 
ligações éster de triacilgliceróis, liberando mono-, diacilgliceróis, ácidos 
graxos livres e glicerol (Carvalho et al., 2003). São comumente 
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encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir de fontes animais, 
vegetais e microbianas (Freitas et al., 2008). 
 As áreas nas quais a aplicação das lipases vem tendo maior 
destaque são (Xu, 2000; Sharma et al., 2001; Leal et al., 2002; Baron, 
2003; Bevilaqua, 2005): 
 Farmacêutica: Síntese de intermediários de fármacos (ex. 
ibuprofeno e naproxeno, fármacos com atividade anti-
inflamatória); resolução de misturas racêmicas (ex. síntese 
de atenolol, fármaco anti-hipertensivo).  
 Alimentos: Síntese de aromas (ex. maturação de queijos); 
síntese de edulcorantes (ex. aspartame).  
 Detergentes: Remoção de manchas de gorduras dos tecidos. 
 Agroquímica: Síntese de inseticidas e pesticidas.  
 Tratamento de efluentes: Redução do teor de gorduras em 
efluentes da indústria de laticínios.  
 Oleoquímica: Hidrólise e interesterificação regiosseletiva 
de óleos e gorduras. 
 
A Tabela 2.2 apresenta um sumário de algumas das principais 
publicações em glicerólise, com o objetivo de propiciar uma visão geral 
dos estudos já realizados para a produção de emulsificantes a partir da 
reação de glicerol com óleos vegetais. 
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 2.7. Glicerólise enzimática 
 
A glicerólise de óleos e gorduras catalisada por lipases tem 
atraído interesse na academia e na indústria, acreditando-se que possa 
ser um método alternativo prático aos métodos químicos na produção de 
MAG e DAG comerciais. Tais condições diminuem o consumo 
energético e minimizam a ocorrência de reações indesejadas de 
polimerização (Chew et al., 2008). Além destas vantagens, 
pesquisadores podem explorar a seletividade das lipases em relação aos 
ácidos graxos e sua regioseletividade pela primeira posição das 
moléculas de glicerol (posição α) em relação à segunda (posição β) 
(Bornscheuer, 1995; Fregolente, 2006). 
Uma reação típica de glicerólise (sem catalisador) é chamada de 
reação de estado sólido, onde são utilizadas temperaturas baixas, sendo 
o tempo de reação muito longo, ou seja, com velocidade baixa de reação 
(mais de uma semana), tornando-se não atrativa do ponto de vista 
industrial. Em sistemas livres de solvente, é difícil alcançar alta 
produção de MAG na glicerólise enzimática (Yang et al., 2005a).  
O sistema de glicerólise com lipase imobilizada como 
catalisador é um sistema de três fases: uma fase hidrofóbica de óleo, 
uma fase hidrofílica de glicerol, e uma fase sólida de enzima. Com as 
características comumente mais hidrófilas da enzima, o glicerol se liga 
frequentemente às partículas de enzima, de forma que o acesso das 
moléculas de óleo para a enzima é dificultado. A transferência de massa 
de glicerol também é limitada. Devido a esta razão, a eficiência da 
reação é normalmente baixa, embora a eficiência possa ser melhorada 
por uma otimização em uma quantidade menor de glicerol no meio ou 
ainda a utilização de um solvente para melhorar a homogeneidade do 
meio (Yang et al., 2005b). 
Acredita-se que reações de glicerólise catalisadas por enzimas 
são uma alternativa potencial ao processo químico devida à baixa 
temperatura requerida (abaixo de 80 °C). Muitos trabalhos presentes na 
literatura, utilizando diferentes condições experimentais em diferentes 
sistemas, na presença ou não de solvente orgânico, catalisador 
enzimático, entre outras condições vêm relatando a obtenção de MAG 
através da glicerólise enzimática. Um exemplo desses estudos é o 
trabalho de Ghamgui et al. (2006), que estudaram a produção de MAG 
pela esterificação direta de ácido oléico com glicerol usando lipase 
imobilizada de Staphylococcus simulans. A reação foi conduzida na 
ausência de solvente. O máximo rendimento obtido nas condições 
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otimizadas no referido trabalho foi de 71,68% em termos de MAG, em 
24 horas de reação a 37 
o
C. O sistema era constituído por uma razão 
molar ácido oléico/glicerol de 0,2 e adição inicial de água de 5%. 
Yang et al. (2005a) estudaram a eficiência de três enzimas 
comerciais na reação de glicerólise do óleo de girassol, sendo que, das 
três enzimas testadas, a que apresentou melhor eficiência para a reação 
foi a lipase imobilizada comercial Novozym 435. As condições 
reacionais do estudo da glicerólise em reator batelada foram razão molar 
glicerol/óleo 4,5:1, 15% de enzima, sem adição de solvente ou 
surfactante, conduzido a 40 
°
C com agitação de 500 rpm. Em 24 horas 
de reação o rendimento obtido pelos autores foi menor que 20%. 
Em estudo realizado por Pawongrat et al. (2007), para a 
produção enzimática de MAG a partir de óleo de atum, em sistema 
utilizando solvente orgânico MTBE (terc-butil metil éster), os autores 
obtiveram 15% de MAG em 24 horas de reação sob as condições 
reacionais de 45 °C, 300 rpm, com adição de 4% de água ao glicerol. 
Feltes et al. (2010), utilizando óleo de peixe como substrato e o solvente 
orgânico tert-butanol, alcançaram 20,27% de DAG após 2 horas de 
reação em agitação de 600 rpm, 55 °C e utilizando 10% de enzima 
Novozym 435 em relação aos substratos. 
O processo de glicerólise enzimática necessita de dois requisitos 
para a operação: a formação de uma interface óleo/glicerol e a adsorção 
da enzima nesta interface. Assim, quanto maior a interface, maior a 
quantidade de enzima adsorvida, acarretando velocidades de reação 
mais elevadas (Balcão et al., 1998). Diferentes parâmetros podem 
influenciar o desempenho da hidrólise de óleos e gorduras e, 
consequentemente, diversas técnicas têm sido utilizadas para aumentar a 
velocidade de reação de gorduras usando lipases como catalisadores. 
Alguns aspectos estudados são a relação entre a fase aquosa/fase oleosa, 
eventual ação inibitória dos produtos formados, efeito dos íons cálcio e 
sódio na velocidade de reação, influência do tipo de agente 
emulsificante na cinética do processo e efeito da agitação na velocidade 
de reação (Oliveira et al., 1999). 
A utilização de agentes tensoativos e solventes orgânicos para 
formação de micelas reversas é um bom exemplo de sistema reacional 
alternativo. Este artifício proporciona o aumento da área de contato 
entre enzima e substratos, proporcionando também uma maior 
miscibilidade do glicerol em solventes apolares (Rosen, 2004). 
Cabe reforçar que do ponto de vista ambiental, o processo 
enzimático é tecnicamente limpo e seguro. Neste contexto, diferentes 
alternativas têm sido propostas com relação à síntese enzimática de 
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 MAG e DAG, desde novas fontes de lipases, aperfeiçoamento de 
métodos de imobilização destas, novas configurações de reatores e 
utilização de agentes que aumentem a miscibilidade entre os reagentes, 
como por exemplo, uso de solventes orgânicos (Freitas et al., 2008) e 
fluidos pressurizados (Moquin et al., 2005; Esmelindro et al., 2008; 
Valério et al., 2009b; Valério et al., 2010). 
 
2.8. Surfactantes 
 
Os surfactantes são moléculas anfifílicas, formadas por uma 
parte (denominada “cabeça”) polar (hidrofílica) e uma cadeia por vezes 
denominada cauda carbônica apolar (hidrofóbica), sendo que a cabeça 
pode ser carregada positiva ou negativamente (catiônica ou aniônica), 
pode ser dipolar (anfotéricas) ou não carregada. Por definição, 
surfactante significa um agente que atua na superfície. Isto mostra uma 
importante propriedade dos surfactantes: a formação de um filme 
molecular, ordenado na interface, que reduz a tensão interfacial e 
superficial (Rosen, 2004). 
Surfactantes são compostos de grande versatilidade na indústria 
química, podendo atuar em diversos produtos, desde óleos para motores 
até fármacos e detergentes usados para limpeza. Um surfactante é uma 
substância que, quando presente em baixa concentração em um sistema, 
possui a capacidade de diminuir a tensão interfacial entre as fases 
imiscíveis em contato por ocasionar a diminuição da energia interfacial 
livre do sistema. Nas últimas décadas os surfactantes vêm sendo muito 
utilizados nas áreas de alta tecnologia como eletrônica e biotecnologia 
(Rosen, 2004). 
A utilização de surfactantes tem como objetivo promover o 
aumento da área interfacial do sistema óleo/glicerol/enzima, 
promovendo altas velocidades de reação, aumentando assim a eficiência 
do biocatalisador, principalmente das lipases por serem caracterizadas 
como enzimas de interface. A principal característica do uso de 
surfactantes está na formação de sistemas micelares. A formação de 
micela reversa propicia o aumento da resistência do catalisador 
enzimático frente a condições do processo como temperatura e pH, 
assim como o aumento da conversão em produto ocasionado pelo 
aumento da solubilidade dos substratos da enzima (Rosen, 2004). 
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2.9. Microemulsões 
 
Microemulsões são misturas altamente interdispersas de dois 
líquidos, de água em óleo, ou óleo em água. A extensa e convoluta 
fronteira entre os domínios de óleo e água é estabilizada por um terceiro 
componente, o surfactante. As moléculas de surfactantes adsorvem-se 
espontaneamente nas interfaces e separam as fases não-polar e aquosa, 
diminuindo assim a tensão superficial (Stamatis et al., 1999). 
O termo microemulsão foi introduzido por Schulmann, em 
1943, e é definido como sendo uma dispersão transparente, fluida, 
opticamente isotrópica e termodinamicamente estável de dois líquidos 
imiscíveis, contendo quantidades apropriadas de surfactante e, algumas 
vezes, também um co-surfactante. São opticamente transparentes em 
decorrência do diminuto tamanho dos microdomínios de água e óleo que 
não espalham luz visível (Bagwe et al., 2001). 
Acima de uma determinada temperatura e concentração, 
denominada concentração micelar crítica (CMC), as moléculas de 
tensoativos iônicos se agregam formando micelas que, dependendo da 
natureza dos componentes, condições termodinâmicas (concentração, 
temperatura e pressão) e presença de um campo de força, podem 
assumir diferentes formas estruturais (Beltrame, 2006). 
Do ponto de vista estrutural, as microemulsões podem ser vistas 
como agregados de surfactantes (micelas) de água disperso em óleo 
(A/O) ou micelas reversas, microemulsões de óleo disperso em água 
(O/A) ou micelas normais (Figura 2.5). Em uma micela, as moléculas de 
surfactante estão organizadas em monocamadas com seus grupos 
polares (cabeça) orientadas na direção da água e suas caudas na direção 
do óleo. Geralmente, os sistemas do tipo O/A são formados na presença 
de baixa concentração de fase oleosa; os do tipo A/O são formados 
quando a concentração de fase aquosa é baixa e os do tipo bicontínuo se 
formam quando as concentrações de fase aquosa e fase oleosa são 
similares e tanto o óleo quanto a água existem como uma fase contínua 
(Tenjarla, 1999; Lawrence e Rees, 2000; Jian, 2001).  
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Figura 2.5 - Tipos de microemulsões: 1) micela reversa, 2) micela 
normal. 
 
A estrutura da micela normal formada indica que o grupo  
hidrofílico (cabeça) está direcionado para o contato com a solução 
aquosa formando uma superfície polar, enquanto que a cadeia linear 
hidrofóbica (cauda) está em sentido inverso ao da água, formando um 
núcleo central apolar (Carvalho e Cabral, 2000; Maniasso, 2001). 
De importância considerável é o fato que micelas reversas são 
caracterizadas pelo diâmetro definido e massa molecular (número de 
agregação) e exibem uma estrutura relativamente ordenada. Os 
diâmetros das micelas reversas dependem fortemente da relação molar 
de água/surfactante (Stamatis et al., 1999). 
As microemulsões são consideradas interessantes nas áreas 
alimentícias e podem ser utilizadas em processos de separação e 
purificação. O interesse na aplicação das microemulsões se deve à 
capacidade desses sistemas de solubilizar substâncias hidrofílicas e 
lipofílicas ao mesmo tempo, e, também, de melhorar a solubilidade e 
estabilidade dos fármacos (Bagwe et al., 2001; Oliveira et al., 2004). 
 
2.9.1. Aspectos aplicados a microemulsões contendo enzimas  
 
Extensos estudos tem sido realizados com micelas reversas 
contendo enzimas e seu potencial em biocatálise e especialmente para a 
conversão de substratos hidrofóbicos (Martinek et al., 1987; Holmberg, 
1994, Stamatis et al., 1999). Catálise enzimática em sistemas bifásicos 
que consistem em uma fase apolar (contendo o substrato hidrofóbico a 
ser convertido), e uma fase aquosa (contendo a enzima), é normalmente 
afetado pelas severas limitações de difusão entre água e a área 
interfacial orgânica em tais sistemas que é bem pequena. Em princípio, 
esta desvantagem pode ser eliminada dispersando a fase aquosa 
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mecanicamente no solvente orgânico adequado, que não conduza à 
desnaturação e desativação da enzima. Por outro lado, em sistemas que 
contêm uma porcentagem muito baixa de água, a enzima é geralmente 
muito estável, mas sua atividade é substancialmente baixa (Zaks e 
Klibanov, 1988). 
Sistemas de microemulsão proveem uma grande área interfacial 
pela qual a conversão de substratos hidrofóbicos pode ser catalisada. 
Aumentar a área interfacial é de grande interesse tecnológico porque isto 
resulta no aumento do número de moléculas de substrato disponível para 
reagir. Sistemas de microemulsão oferecem várias vantagens como meio 
de reação para síntese de bio-orgânicos: primeiro, podem ser dissolvidos 
substratos hidrófilos e hidrofóbicos em concentrações altas (Martinek et 
al., 1986; Martinek et al., 1987); segundo, os substratos podem ser 
enzimaticamente convertidos com rendimentos altos porque o equilíbrio 
termodinâmico de reações de condensação e hidrólise podem ser 
alternadas facilmente ajustando o conteúdo de água. O uso de micelas 
reversas pode alterar as constantes de equilíbrio de várias reações 
enzimáticas prosperamente por um fator de 10
6
; terceiro, o conteúdo de 
água pode ser variado dentro de uma gama bastante ampla e isto provê 
um método de manipular a atividade da enzima; quarto, reações multi-
enzimáticas são possíveis em micelas reversas (Stamatis et al., 1999).   
Segundo Freitas et al. (2006), em geral, as lipases requerem 
uma ativação interfacial para sua total atividade catalítica. Várias 
hipóteses têm sido propostas para explicar a ativação das lipases nas 
interfaces, como por exemplo, a mudança conformacional induzida 
interfacialmente gerando uma enzima mais ativa, uma maior 
concentração do substrato local e um menor grau de hidratação do 
substrato, tendo em vista que a hidratação das moléculas de lipídeos 
representa uma proteção às ligações ésteres. 
 
2.10. Produção enzimática de MAG e DAG em fluidos pressurizados 
  
A aplicação de solventes em condições supercríticas ou 
próximas ao seu ponto crítico é baseada na observação experimental da 
característica que muitos gases apresentam de melhorar 
significativamente o seu poder de solubilização quando submetidos a 
altas pressões (McHugh e Krukonis, 1994). 
O uso de fluidos comprimidos como solventes para reações de 
catálise enzimática, investigados primeiramente por Randolph et al. 
(1985), Hammond et al. (1985) e Nakamura et al. (1985), é uma área de 
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 pesquisa muito fértil que teve grande destaque na década de 80. A 
facilidade de alteração das propriedades físicas e de transporte do 
solvente pela mudança da pressão e/ou temperatura é peculiar na 
proximidade do seu ponto crítico (Rosa, 2006). 
Segundo Dordick (1989) e Klibanov (1997), os fluidos 
supercríticos são meios atrativos para executar e para controlar reações 
de biocatálise. O que motivou a realização destes trabalhos foi o fato de 
que uma enzima em um solvente não aquoso pode possuir interações 
solvente/enzima similares àquelas de seu meio nativo, e, então, mostrar 
atividade maior quando comparada à da água pura. Os substratos podem 
também ser mais solúveis em um solvente não aquoso, fazendo com que 
as taxas de reação sejam maiores neste tipo de solvente (Rosa, 2006). 
Desta forma, a substituição de um solvente orgânico, tal como o 
n-hexano, por um fluido pressurizado em reações enzimáticas, poderá 
resultar em maiores velocidades de transferência de massa devido às 
propriedades de transporte favoráveis. Além das vantagens já citadas, é 
possível um controle mais apurado das variáveis que conduzem a 
reação. Um benefício adicional do emprego de fluidos pressurizados na 
catálise enzimática é a presença de um meio adequado à recuperação 
dos produtos e reagentes (Oliveira e Oliveira, 2000, 2001). 
Acerca das reações de biocatálise em fluidos pressurizados, 
alguns estudos prévios vêm a corroborar o desenvolvimento destas 
reações e, quando antecedem as reações, conduzem a uma visão das 
variáveis que envolvem tais reações e quais as faixas que merecem ser 
investigadas. há relatos na literatura de que outros gases pressurizados, 
como o propano, também podem ser adequados como meio reacional 
para catálise enzimática (Esmelindro et al., 2008; Dalla Rosa et al., 
2008). Os fluidos pressurizados (gases em condições ambientes) 
possuem diversas vantagens sobre os solventes líquidos, dentre elas a 
alta difusividade, que pode acelerar a transferência de massa em reações 
enzimáticas. 
 Em se tratando de glicerólise, o comportamento de fases a alta 
pressão de óleos vegetais em solventes pressurizados é um aspecto 
importante. Benazzi et al. (2006) investigaram o comportamento de 
fases a alta pressão do sistema óleo de oliva, glicerol e surfactante AOT 
em propano pressurizado. Os resultados obtidos mostraram que o tipo de 
equilíbrio observado depende do sistema e que para o sistema óleo de 
oliva – propano - AOT foi identificada uma ampla região em 
composição contendo uma única fase para uma determinada 
concentração de surfactante em relação ao solvente. Outro estudo 
relevante nesta área foi o estudo de Bender et al. (2008), que 
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investigaram o comportamento de fases a alta pressão do óleo de oliva, 
glicerol e surfactante AOT em n-butano pressurizado. A pressão crítica 
do butano é de 38 bar (Reid et al., 1987). Os pesquisadores encontraram 
sistemas com menores pressões de transição, inferiores a 20 bar, 
consideravelmente menores que as pressões observadas pelo sistema 
com n-propano estudado por Benazzi et al. (2006), sugerindo que o n-
butano é um meio mais desejável para a condução deste tipo de reação 
enzimática, pois podem ser utilizadas pressões baixas. Estes dados 
podem ser visualizados na Figura 2.6, onde o sistema de razão mássica 
glicerol/óleo de oliva no solvente (2, butano) de aproximadamente 
0,102, representado pelo quadrado aberto na figura, demonstra que uma 
fase líquida é alcançada em pressões abaixo de 20 bar até a temperatura 
de 70 °C. 
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Figura 2.6 - Efeito do solvente no equilíbrio de fases do sistema 
AOT/solvente(1) + glicerol/óleo de oliva(2) para fração mássica da 
razão glicerol/óleo de oliva no solvente de aproximadamente 0,100. 
Razão molar glicerol para óleo de oliva de 2:1 e 5% (m/m) de AOT em 
solvente (glicerol/óleo de oliva em base livre). (Reproduzido do trabalho 
de Bender et al., 2008). 
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 2.11. Catálise enzimática em ultrassom  
 
As ondas sonoras são ondas mecânicas produzidas por 
deformações provocadas pela diferença de pressão em um meio elástico 
ou deformável como o ar, os metais, os isolantes, a água, entre outros. 
Estas ondas necessitam de um meio para se propagar, isto é, não se 
propagam no vácuo (Maia et al., 2000).  
A utilização do ultrassom tem se tornado cada vez mais comum 
em laboratórios químicos de pesquisa e de produção para limpeza de 
materiais, homogeneização de emulsões e suspensões e reações 
químicas entre outras. Quando esses materiais ou substâncias são 
submetidos ao banho de ultrassom, possíveis reações químicas podem 
ser iniciadas acarretando em transformações do sistema. Em reações 
enzimáticas, o ultrassom é uma boa ferramenta a ser utilizada, podendo 
perturbar ligações fracas e induzir a mudanças conformacionais na 
estrutura das proteínas (Babicz, 2009). 
O ultrassom foi descoberto em 1880 por Curie enquanto 
estudava o efeito piezoelétrico e 14 anos depois Thornycroft e Barnaby 
observaram que, na propulsão de mísseis, uma fonte de vibração era 
gerada causando implosão de bolhas e cavidades na água, fenômeno que 
ficou conhecido como cavitação. Entretanto, somente em 1912, quando 
Langevin desenvolveu o SONAR (Sound Navigation And Ranging), um 
aparelho capaz de medir a profundidade do mar, que as ondas na 
frequência de ultrassom foram aplicadas comercialmente. Em 1927, os 
efeitos destas ondas foram observados em sistemas químicos e 
biológicos e em 1950 os primeiros aparelhos geradores de ultrassom 
foram comercializados (Martinez et al., 2000). 
A partir de então, diversas pesquisas começaram a ser 
desenvolvidas e o estudo da influência das ondas ultrassônicas sobre 
sistemas químicos passou a ser chamado de sonoquímica e a aplicação 
de sonicação passou a ser diversificada. 
O banho e a sonda de ultrassom são, basicamente, os dois tipos 
de aparelhos geradores de ondas ultrassônicas. A fonte de energia 
ultrassônica é uma cerâmica piezoelétrica disposta entre duas chapas 
metálicas, este sistema constitui o transdutor piezoelétrico. O gerador de 
frequência transmite um sinal à cerâmica piezoelétrica, que transforma 
ondas elétricas em ondas mecânicas; as chapas metálicas amplificam 
estes sinais; o transdutor transmite os impulsos ultrassônicos ao meio 
reacional (Barbosa e Serra, 1992). 
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No banho, o transdutor é diretamente preso no fundo da cuba do 
aparelho e a energia ultrassônica é transmitida através de um líquido, 
normalmente água. Neste caso, há muita dispersão de energia 
ultrassônica, e consequentemente, menor influência nos sistemas 
reacionais. Na sonda, o transdutor é acoplado na extremidade do 
equipamento e entra em contato direto com o sistema reacional, por isso 
geralmente é mais eficiente (Barbosa e Serra, 1992). 
 Segundo Mason (2007), o ultrassom pode ser classificado de 
acordo com o nível de frequência em: 
 Alta frequência e baixa potência (2-10 MHz), utilizado em 
diagnóstico de imagem e análises químicas; 
 Baixa frequência e alta potência (20-100 kHz), utilizado para a 
sonoquímica. 
Nos últimos anos, têm sido relatados estudos com a utilização 
de ultrassom em reações químicas, bem como em outras áreas da 
ciência. Ultrassom é considerado uma tecnologia "verde" devido à sua 
alta eficiência, baixos requisitos instrumentais, redução significativa do 
tempo de processamento em comparação com outras técnicas 
convencionais e por, geralmente, possuir um desempenho 
economicamente viável (Mason, 2007). 
A aplicação das ondas sonoras de alta potência se dá nas áreas 
da Biologia (homogeneização, rompimento de células), engenharia 
(limpeza de metal, soldagem, refinamento de metal, perfuração), 
industrial (filtração, degaseificação, cristalização, dispersão de sólidos, 
emulsificação, etc), física (cavitação, fenômeno de ondas acústicas, 
velocidade do som), polímeros (polimerização, despolimerização, 
degradação da massa molecular), entre outros (Martinez et al., 2000). 
As ondas sonoras de baixa potência, com frequência maior que 
20 kHz são usadas em campos da ciência, engenharia e medicina para 
testes e diagnósticos técnicos. Estas ondas ultrassonoras são empregadas 
em exames de feto, inspeções de solda, medidas de espessuras. Também 
são usadas por morcegos, pássaros noturnos e animais marinhos, para 
sua localização através do eco. Cabe destacar que a sensibilidade do 
ouvido humano encontra-se na faixa de 16 Hz a 16 kHz (Barbosa e 
Serra, 1992). 
Nas reações químicas o ultrassom de alta potência é o mais 
usado, pois pode produzir cavitação e/ou formação de microfluxos em 
líquidos, aquecimento e ruptura de sólidos, além de conferir 
instabilidade nas interfaces líquido-vapor, líquido-líquido e líquido-
sólido (Boldyrev, 1995). 
53
 A cavitação, fenômeno de formação e subsequente colapso de 
microbolhas de gás em um líquido, é a principal responsável pelos 
efeitos sonoquímicos (Mizukoshi et al., 1999; Raso et al., 1999). 
Quando atinge um tamanho crítico, a cavidade implode liberando calor e 
pressão muito elevados em intervalos curtos de tempo e em locais 
específicos do líquido (Korn et al., 2003). 
Na cavitação, dois tipos de bolhas são formados: as estáveis e as 
transitórias. As primeiras oscilam no meio e seu volume cresce com a 
penetração de gás dissolvido no líquido, na fase de descompressão. Elas 
precisam de vários ciclos de expansão e compressão para atingir o 
volume crítico e podem tornar-se transitórias, que são as bolhas com 
tempo de vida curto, de poucos ciclos, que implodem na fase de 
compressão, sendo, então, responsáveis pela cavitação (Sinisterra, 
1992). Existem muitos fatores que afetam a cavitação: presença de gás 
dissolvido, frequência de irradiação, temperatura, viscosidade, tensão 
superficial, pressão externa e presença de partículas em solução (Raso et 
al., 1999).  
Estudos em sistemas homogêneos indicam que existem duas 
regiões de reatividade. A primeira corresponde à fase gasosa dentro da 
bolha, denominada “ponto quente”, onde se inicia a implosão cuja 
eficiência depende da volatilidade do solvente. Já a segunda, trata-se de 
uma fina camada líquida em volta da bolha (Liu et al., 2008). 
Em sistemas heterogêneos, a destruição da bolha ocorre 
assimetricamente originando um jato de líquido em direção à superfície 
sólida, podendo causar erosão localizada. Mas existem também 
microfluxos de líquidos que acabam por favorecer o transporte de massa 
entre a fase líquida e a superfície sólida, acelerando algumas reações 
químicas (Liu et al., 2008). 
Quando em sistemas com líquidos imiscíveis, este colapso das 
microbolhas pode promover uma eficiente agitação. Com o aumento na 
velocidade de formação de gotículas microscópicas, com aumento da 
superfície de contato e das forças coesivas podem ser formadas ainda 
microemulsões. Espécies reativas e a indução de mudanças 
conformacionais na estrutura de proteínas também podem ocorrer (Liu 
et al., 2008). 
Diversos estudos tem sido conduzidos em ultrassom para a 
produção de biodiesel. Santos et al. (2010) avaliaram a produção de 
éster metílico a partir de óleo de Oreochromis niloticus (tilápia do Nilo) 
e metanol, utilizando ultrassom. Os autores relataram 98% de conversão 
após 90 minutos com frequência de 40 kHz e temperatura de 30 ºC. 
Hanh et al. (2009) estudaram a produção de ésteres etílicos de ácidos 
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graxos. A condição ótima do processo de esterificação foi com razão 
molar de álcool e ácido oléico de 3:1, 5% de ácido sulfúrico a 60 ºC de 
temperatura por 2 h de reação. Foram obtidas conversões de cerca de 
80% utilizando n-propanol, cerca de 70% utilizando n-butanol e cerca 
de 60% utilizando 2-propanol como solvente. 
Em um estudo de Chen et al., de 2001 (apud Zhao et al., 2005) 
a reação de hidrólise do 4,4-disubstituído-2-fenil-2-oxazolin-5-ina em 
uma solução alcalina sob sonicação mostrou que a reação pode ser 
concluída em 15 minutos, enquanto que sem ultrassom, para uma 
hidrólise similar, são necessárias 24 h de reação. Lerin et al. (2011) 
otimizaram a síntese de ascorbil palmitato utilizando a enzima Novozym 
435 em 68,13% do produto com 70 °C, 150 rpm, razão molar ácido 
ascórbico e ácido palmítico de 1:9, 5% (m/m) de enzima em 17 h de 
reação sob sonicação. 
A irradiação por ultrassom também pode ser um método 
alternativo para reduzir as limitações da transferência de massa 
substrato-enzima, assim como pode proporcionar mudanças 
conformacionais na estrutura de proteínas. O efeito físico do ultrassom 
em processos biotecnológicos consiste principalmente na alteração da 
temperatura e pressão do micro-ambiente em função do efeito 
cavitacional (Babicz, 2009).  
O fator limitante mais comum para o uso de ultrassom nas 
reações bioquímicas é o aumento na temperatura promovido pela 
irradiação, uma vez que enzimas podem ser inativadas termicamente. 
Contudo, este não é de todo um fator negativo já que a inativação 
térmica de enzimas é de muita importância em alguns processos 
biotecnológicos, sendo a pasteurização ultrassônica um deles (Babicz, 
2009). Shah e Gupta (2008) demonstraram que a irradiação com 
frequência de 40 kHz não alterou a estrutura secundária da lipase, mas 
promoveu uma perturbação em regiões com resíduos tirosina e 
triptofano e na estrutura terciária da enzima. Estas mudanças estruturais 
promoveram a ativação da lipase. 
Nas reações em ultrassom também é importante considerar o 
solvente que será utilizado. A presença de muitas moléculas de água 
pode aumentar a inativação, pois ocorre aumento da energia cinética do 
meio, induzido pelas ondas ultrassonoras, ocasionando mudanças 
conformacionais. O uso de solventes orgânicos ou sistemas bifásicos 
funciona como um mecanismo de proteção porque as moléculas de água 
encontram-se em torno da enzima, desta forma não são facilmente 
movidas pelo ultrassom (Martinez et al., 2000). 
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 A adição de solvente ao meio reacional conduzido em ultrassom 
também influencia a transferência de massa. Sabendo-se que o ultrassom 
em baixas intensidades aumenta o movimento do meio, favorecendo o 
fluxo de reagentes para o sítio ativo da enzima, um solvente mais volátil 
aumenta o efeito cavitacional, podendo favorecer a reação. Entretanto, a 
intensidade e/ou o tempo de irradiação pode levar à inativação da 
enzima via colapso cavitacional. 
Liu et al. (2008) estudaram o efeito do ultrassom na hidrólise de 
óleo de soja em sistema livre de solvente, utilizando lipase de C. 
lipolytica. Os autores relataram que, comparando com a reação 
conduzida em shaker, as taxas de reação aumentaram em 94% para a 
reação realizada em 1 hora, 64% na reação de 2 horas, 58% na reação de 
3 horas, 41% na reação em 4 horas e de 34% na reação de 5 horas.  A 
taxa de reação em 5 horas em banho ultrassônico foi 2,3 vezes maior 
que a obtida em 12 horas de reação em shaker. 
Babicz et al. (2010) avaliaram a glicerólise enzimática em 
ultrassom utilizando diferentes lipases. Os autores relataram que, com 
frequência de 47 kHz e potência de 125 W, utilizando 1% de enzima, a 
produção de diacilgliceróis foi de 40% com Lipozyme TL IM, 41% com 
Lipozyme RM IM e de 32% utilizando Novozym 435. Os experimentos 
foram conduzidos em pressão atmosférica, temperatura de 55 ºC e taxa 
de agitação de 700 rpm, por 1 hora e 30 minutos. 
No entanto, até o presente momento não se conhece o 
verdadeiro potencial do ultrassom, devido à falta de conhecimento sobre 
os exatos efeitos moleculares do ultrassom em enzimas e células vivas. 
Nas aplicações em enzimas, o ultrassom tem mostrado um aumento na 
estabilidade e atividade catalítica da enzima, bem como a longevidade 
de biocatalisadores enzimáticos. No entanto, uma melhor compreensão 
do efeito do ultrassom nas propriedades das enzimas torna-se necessária 
para desenvolver biocatalisadores mais eficientes com aumento da 
atividade e estabilidade a longo prazo (Rokhina et al., 2009).  
 
2.12. Considerações sobre o estado da arte 
 
A leitura do estado da arte revelou o potencial em utilizar 
lipases imobilizadas como catalisadores da reação de glicerólise, uma 
vez que as condições de operação tornam-se mais amenas em relação à 
temperatura e ao pH. Por outro lado, o tempo da reação da glicerólise 
enzimática é muito superior em relação à reação convencional, o que 
pode inviabilizar sua aplicação industrial. Por isso, os esforços são 
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dirigidos para encontrar as concentrações iniciais dos substratos e 
variáveis de operação ideais para a minimização do tempo de reação, ao 
mesmo tempo em que a maximização dos produtos é almejada.  
Neste sentido, direciona-se esforço visando facilitar a condução 
da reação, como a utilização de solvente pressurizado e surfactante 
como promotores de um meio mais homogêneo e com menor resistência 
à transferência de massa, uma vez que glicerol e óleo possuem 
miscibilidade mútua bastante limitada em condições normais. O uso de 
surfactante, por sua vez, é menos explorado na literatura, mas é muito 
útil para formação de micelas reversas, o que aumenta o contato 
superficial dos substratos com a enzima, como demonstrado por 
Fiametti et al. (2008 e 2009) e Valério et al. (2009a e 2009b). 
Como solvente e surfactante desempenham diferentes 
contribuições na reação de glicerólise, surge a expectativa do estudo de 
um sistema misto de solvente mais surfactante para a produção de MAG 
e DAG. Nesta etapa, um planejamento experimental torna-se de 
fundamental importância para o entendimento do comportamento da 
reação e um estudo cinético para a verificação da influência das 
diferentes variáveis ao longo do tempo. 
Com o avanço de novas tecnologias, surgem novas e eficientes 
formas de transferência de energia. Uma delas é o uso do ultrassom, 
onde os efeitos físicos como o aumento da temperatura, a transferência 
de massa, a cavitação estável e a transitória devem ser considerados para 
a utilização em processos biotecnológicos. A influência das ondas 
ultrassônicas na atividade e estabilidade de enzimas tem demonstrado 
ser específica para cada enzima e dependente dos parâmetros de 
sonicação (Martinez et al., 2000). 
Neste contexto, justifica-se a presente tese de doutorado, que 
versa sobre a produção de MAG e DAG a partir do óleo de oliva, 
utilizando o n-butano como fluido pressurizado, surfactantes, inclusive 
de grau alimentício, e lipases como catalisadores, além da utilização de 
sonicação para a produção de MAG e DAG, visto que na literatura há 
flagrante escassez de informações experimentais relacionadas aos 
sistemas sob investigação. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 Neste capítulo é apresentada a descrição dos materiais, aparatos 
experimentais e os procedimentos adotados durante o trabalho. Além 
disso, é apresentada a metodologia utilizada para a determinação 
qualitativa e quantitativa dos produtos gerados pela glicerólise 
enzimática e para o tratamento dos dados experimentais. 
 
3.1. Materiais 
 
 Como substratos para a reação de glicerólise foram utilizados 
azeite de oliva comercial da marca Arisco (extra virgem), teor de acidez 
de 0,52%, glicerol (Merck, 99,5% de pureza) e surfactantes: AOT 
(bis(2-etil-hexil) sulfossucinato de sódio) (Sigma-Aldrich, 99% de 
pureza), polioxietilenio sorbitol trioleato (Tween 85, Fluka), 
polioxietileno glicol monoestearato de sorbitan (Tween 65, Fluka), Éter 
mono[p-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenílico] de polietilenglicol (Triton X-
100, Sigma-Aldrich, 98% de pureza, conteúdo de água menor que 2%). 
O solvente pressurizado foi o n-butano de procedência White Martins S. 
A. (99,5% de pureza). 
 O catalisador empregado neste trabalho foi a lipase comercial 
Novozym 435 (Candida antarctica) (Novozymes A/S), imobilizada em 
resina acrílica macroporosa (atua randomicamente nas 3 posições do 
triglicerídeo). O solvente n-hexano (Quimex, 99,5% de pureza) foi 
utilizado na etapa de remoção e lavagem das enzimas do meio reacional 
ao final da reação. 
Nas análises cromatográficas da primeira etapa deste trabalho, 
foram utilizados acetona (Merck, grau HPLC, 99,8%), acetonitrila 
(Merck, grau HPLC, 99,9%) e padrões de mono, di e triglicerídeos dos 
ácidos graxos majoritários do óleo de oliva: monooleína, 
monolinolenina, monolinoleína, monoestearina, monopalmitina, 
dioleína, dilinolenina, dilinoleína, diestearina, dipalmitina, trioleína, 
trilinolenina, trilinoleína, triestearina e tripalmitina, todos de 
procedência Sigma-Aldrich. 
Já na segunda etapa, foram utilizados n-heptano, piridina, 
derivatizante MSTFA (N-metil-N-trimetilsiltrifluoroacetamida), padrões 
externos: monooleína, dioleína, trioleína e ácido oléico (ácido graxo 
livre), todos de grau cromatográfico e de procedência da Sigma-Aldrich. 
 3.2. Técnicas analíticas 
 
3.2.1. Análise de Monoglicerídeos, diglicerídeos e triglicerídeos 
 
A determinação do teor de MAG, DAG, TAG nas amostras 
coletadas foi realizada a fim de conhecer o comportamento da reação ao 
longo do tempo e determinar o rendimento em produtos desejados 
(MAG e DAG). 
As análises das amostras dos experimentos realizados com n-
butano foram realizadas em cromatógrafo líquido de alta eficiência 
(HPLC), – Agillent 1100 series, com bomba quaternária e injetor 
automático, forno de coluna e detector de índice de refração, 
temperatura do forno da coluna de 35 °C e temperatura do detector de 
40 ºC, com coluna modelo C18 (Zorbax SB-C18), volume de injeção de 
20L e fluxo de 1mL/minuto e fase móvel em acetonitrila/acetona 
(50:50 v/v) (AOAC, 1996). 
As amostras das reações foram diluídas em 30000 µg/mL em 
fase móvel (acetona:acetonitrila, 1:1 (v/v)) e então injetadas (20 L) em 
duplicata no cromatógrafo líquido de alta eficiência nas condições 
cromatográficas descritas acima, possibilitando a determinação do 
percentual de mono, di e triglicerídeos nas amostras. 
As análises das amostras recorrentes das reações de glicerólise 
enzimática em ultrassom foram realizadas em cromatógrafo gasoso 
(GC), – Shimadzu 2010, com injetor automático on-column e detector 
de ionização de chama (FID). Utilizou-se a coluna capilar DB-5 (5% 
fenil, 95% metilsiloxano) de 30 m x 0,25 mm x 0,1 µm (J e W 
Scientific, nº de série: US7162944H). As condições de operação foram 
segundo a Norma nº 14105, do Comitê Europeu para Padronizações, 
sendo a programação de temperatura da coluna: 50 ºC por 1 min, 
seguido pelo aumento de 15 ºC/min até 180 ºC, 7 ºC/min até 230 ºC e 10 
ºC/min até 380 ºC, permanecendo por 8 min (NR 14.105, 2001). A 
temperatura do detector era 380 ºC, pressão do gás de arraste (hélio) de 
80 kPa e o volume injetado foi de 1μL. 
 
3.3. Descrição dos aparatos e procedimentos experimentais 
utilizados nas reações de glicerólise enzimática 
 
Foram utilizados três aparatos experimentais no 
desenvolvimento da tese: o primeiro consistiu na realização das reações 
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a altas pressões; o segundo, equipamento de ultrassom com sonda, e o 
terceiro aparato experimental, consistiu na utilização de um banho 
ultrasônico para a reação de glicerólise enzimática, sendo o segundo e o 
terceiro aparatos em pressão ambiente. 
A primeira unidade experimental, para as reações de glicerólise 
em n-butano pressurizado como solvente, consiste de um reator de aço 
inox de 50 mL com agitação mecânica e manta de aquecimento (reator 
Parr, modelo 4843), um cilindro de n-butano e uma bomba de alta 
pressão (ISCO, modelo 260D) conectada a um banho termostático para 
manter constante a temperatura de alimentação do n-butano, permitindo 
assim computar a massa de solvente adicionada ao reator. O aparato 
consiste ainda de um sistema de válvulas, indicadores de pressão e de 
temperatura. Na Figura 3.1 é apresentado um diagrama esquemático do 
aparato experimental, enquanto na Figura 3.2 são apresentadas vistas do 
reator, controlador e da bomba de alta pressão. 
 
 
Figura 3.1 – Diagrama esquemático do aparato experimental para 
produção de MAG e DAG em fluidos pressurizados: cilindro de n-
butano, (CV) “check valve”, (BS) bomba de alta pressão, (BT) banho 
termostático, (V1) válvula de segurança, (V2) válvula de alimentação, 
(V3) válvula de amostragem, (V4) válvula de alívio, (CR) unidade 
controladora de pressão, temperatura e agitação, (R) reator.  
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Figura 3.2 – Vistas da unidade experimental para produção enzimática 
de MAG e DAG em fluido pressurizado. 
 
O procedimento experimental adotado na etapa de produção de 
MAG e DAG utilizando fluido pressurizado como solvente consistiu nos 
seguintes passos: primeiramente a enzima era colocada em estufa a 40 
ºC por 1 hora e o banho termostático (BT), conectado à bomba de alta 
pressão (BS), era acionado à temperatura de 5 °C para se operar com n-
butano liquefeito. Após o banho atingir a temperatura determinada, com 
as válvulas V2, V3 e V4 fechadas, impedindo o retorno do gás para 
linha, a válvula de segurança (V1) e o cilindro de n-butano eram abertos 
e adicionava-se uma carga deste solvente à bomba (BS). 
As quantidades de óleo de oliva, glicerol, surfactante AOT e 
enzima, determinadas previamente, eram medidas e adicionadas ao 
reator. Em seguida, o sistema era fechado e conectava-se o reator ao 
sistema de agitação e ao controlador de pressão e temperatura, ajustando 
a temperatura pré-determinada no planejamento. Fechava-se a válvula 
do cilindro de n-butano e a válvula de segurança (V1) e pressurizava-se 
a linha até a válvula V2; após atingir a pressão determinada pelo 
planejamento, anotava-se o volume de n-butano na bomba a fim de 
controlar o volume que era adicionado ao reator. Então, a válvula V2 era 
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aberta com uma vazão contínua (aproximadamente 20 mL/min) para 
alimentação do reator. Após atingir a pressão desejada, o volume de n-
butano era computado. Em todos os casos houve um controle constante 
sobre a vazão da bomba (BS), a pressão e a temperatura do sistema. 
Ao final do tempo de reação, a válvula V2 era fechada e o 
reator era despressurizado manualmente através da válvula de alívio V4. 
O sistema demorava em média 20 minutos para sua total 
despressurização, enquanto se despressurizava a bomba (BS), o sistema 
era aberto e o vaso do reator desconectado. A obtenção das amostras do 
meio reacional foi realizada de forma não-destrutiva, ou seja, a amostra 
era retirada do reator a cada tempo pré-determinado e ao final da reação 
era retirada amostra do reator. 
  O segundo aparato experimental consiste em um reator 
encamisado de vidro de 40 mL, conectado a um banho termostático, o 
qual controla a temperatura do meio reacional. Neste reator foi inserida 
uma sonda ultrassônica (Vibra Cell, 500 W, Sonics) com o objetivo de 
promover a sonicação do meio reacional. Na Figura 3.3 é apresentado 
um esquema da segunda unidade experimental utilizada neste trabalho. 
  A obtenção das amostras do meio reacional foi realizada de 
forma não-destrutiva, ou seja, a amostra era retirada do reator com o 
auxílio de uma pipeta de Pasteur a cada tempo pré-determinado e ao 
final da reação era retirado todo meio reacional do reator.  
 
 
Figura 3.3 – Esquema da segunda unidade experimental para produção 
enzimática de MAG e DAG em ultrassom. 
 
63
 A terceira unidade experimental delineada e montada para a 
condução das reações consiste em um Erlenmeyer, e um banho 
ultrassônico, (UNIQUE), com frequência de 37 kHz e potência de 132 
W, o qual também controla a temperatura do meio reacional e o tempo 
de sonicação. O aparato consiste ainda de um agitador mecânico (IKA, 
modelo RW 20), com controlador digital. Na Figura 3.4 é apresentada a 
unidade experimental. A obtenção das amostras do meio reacional 
também foi realizada de forma não-destrutiva, ou seja, a amostra era 
retirada do reator a cada tempo pré-determinado e ao final da reação era 
retirado todo meio reacional do reator. 
 
 
Figura 3.4 – Terceira unidade experimental para produção enzimática 
de MAG e DAG em ultrassom. 
 
O procedimento experimental adotado na etapa de produção de 
MAG e DAG para os aparatos experimentais 2 e 3 consistiu nos 
seguintes passos: primeiramente a enzima era colocada em estufa a 40 
ºC por 1 hora para acondicionamento e ativação da enzima. Após, eram 
adicionados ao reator, o azeite de oliva e o glicerol (em quantidades nas 
quais o volume total era de 30 mL), o surfactante (quando utilizado) e a 
enzima. A relação mássica (azeite, glicerol e enzima) utilizada em cada 
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reação foi pré-determinada anteriormente. Para a medida das massas dos 
substratos e da enzima foi utilizado uma balança analítica com precisão 
de 0,0001 g. Em seguida, era acoplado a sonda ultrassônica ao reator 
(aparato 2, Figura 3.3) ou o agitador mecânico ao reator (aparato 3, 
Figura 3.4) e este era fechado e a reação iniciada. Ao final do tempo da 
reação, o agitador e o banho eram desligados e o agitador era retirado do 
reator para que todo o meio reacional fosse recolhido. Todo o volume do 
reator era retirado e filtrado à vácuo com sucessivas lavagens com n-
hexano para separar a enzima da amostra. As amostras eram transferidas 
para frascos de amostragem e acondicionadas em estufa a vácuo (65 ºC; 
0,5 bar) por 18 h a fim de eliminar o excesso de n-hexano. 
 
3.3.1 Preparação e análise das amostras  
 
Na preparação das amostras para a análise cromatográfica 
foram medidas 150 mg de cada amostra em balão volumétrico de 5 mL, 
após foram adicionados 150 μL do derivatizante MSTFA, seguido por 
vigorosa agitação da solução preparada e esta foi deixada em 
temperatura ambiente por 15 min. Em seguida, o volume foi completado 
(5 mL) com n-heptano. Uma alíquota de 0,833 mL desta solução foi 
transferida para um outro balão volumétrico de 5 mL, o qual foi 
completado com n-heptano, sendo que a solução preparada ficou com 
concentração equivalente a 5 mg amostra/mL solvente. 
 
3.4 Planejamento experimental 
 
3.4.1. Estudo da produção enzimática de MAG e DAG em n-butano 
pressurizado 
 
Com base em estudos prévios (Esmelindro et al, 2008; Fiametti, 
2008), foi realizado um planejamento experimental completo variando a 
temperatura de 30 a 70 
°
C, pressão de 10 bar a 160 bar, e concentração 
de AOT variando de 2,5 a 7,5% (m/m).  
No segundo planejamento experimental executado, a pressão de 
trabalho foi diminuída, a fim de verificar a resposta do sistema nestas 
condições. Assim, variou-se a temperatura de 30 a 70 °C, pressão de 1 
bar (sem solvente pressurizado) a 20 bar e concentração de AOT de 2,5 
a 7,5% (m/m) (baseado na quantidade de solvente), mantendo-se fixa a 
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 razão molar glicerol:óleo em 2:1, a agitação em 600 rpm e a 
concentração de enzima em 7,5% (m/m), com 2 horas de reação. 
Em seguida, outro planejamento experimental completo foi 
realizado a fim de investigar uma possível compatibilidade técnica 
mantendo-se fixa a temperatura em 30
 °
C, variando a pressão de 
ambiente (aproximadamente 1 bar) até 20 bar e concentração de AOT de 
0,1 a 2,5% (m/m). A razão molar de glicerol para óleo foi mantida em 
2:1, concentração de enzima imobilizada Novozym 435, 7,5% (m/m), 
600 rpm (de acordo com estudo de Fiametti, 2008), razão mássica de 
solvente para substratos de 4:1 e duas horas de reação. Os resultados 
foram analisados com o auxílio do software Statistica® 6.0 Statsoft Inc. 
  
3.4.2. Estudo da cinética enzimática com fluido pressurizado e na 
presença de surfactante 
 
 Depois da análise do planejamento experimental, as cinéticas 
foram determinadas para 6 horas de reação, as faixas de temperatura 
utilizadas nos testes cinéticos foram baseadas na temperatura 
considerada ótima da enzima (Novozym 435), 70 ºC, e levando-se em 
consideração estudos disponíveis na literatura que sugerem outras 
temperaturas ótimas, entre 35 e 65 ºC, para a reação de glicerólise 
utilizando lipases (Kaewthong e H-Kittikun, 2004; Yang et al., 2005b; 
entre outros), a pressão em 10 bar e a concentração de AOT em 7,5% 
(m/m) e agitação mecânica em 600 rpm. As faixas da razão molar 
glicerol:óleo de oliva variaram de 2:1 a 10:1, a concentração de enzima 
de 5 a 10% (em relação à mistura glicerol e óleo).  
 
3.5. Estudo da produção enzimática de MAG e DAG em sistemas de 
ultrassom 
 
  Os resultados que são apresentados no Capítulo 4, referentes 
aos experimentos realizados em meio ultrassônico, foram analisados 
quantitativamente utilizando o Cromatógrafo Gasoso, segundo a NR 
14.105 (2001). 
  No primeiro momento, foram realizados testes com os Aparatos 
Experimentais 2 e 3, a fim de comparação dos diferentes métodos de 
reação. Em seguida, foram realizados testes cinéticos utilizando o 
aparato experimental 3. As faixas de temperatura utilizadas nos testes 
cinéticos foram baseadas na temperatura ótima de atuação da enzima 
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(Novozym 435) fornecida pelo fabricante (Novozymes A/S), que é de 
70 °C. Estudos encontrados na literatura sugerem outras temperaturas 
ótimas para a reação de glicerólise utilizando lipases, entre 35 e 65 °C 
(Kaewthong e H-Kittikun, 2004; Kaewthong et al., 2005; Tan e Yin, 
2005; Yang et al., 2005b).  
Definidas as faixas de estudo das variáveis, realizou-se um 
conjunto de experimentos englobando grande parte das combinações 
possíveis, variando a temperatura em 50, 60 e 70 °C, concentração de 
enzima em 2,5, 7,5 e 10% (em relação à massa dos substratos) e a 
relação molar glicerol:óleo variando de 0,8:1, 1:1, 2:1 e 3:1. 
Todos os experimentos foram realizados no tempo total de 6h. 
As amostras eram retiradas nos tempos de 15, 30, 45, 60, 120, 240 e 360 
minutos, sendo assim, se tratavam de experimentos cinéticos não-
destrutivos. 
 
3.6 Determinação da atividade enzimática de esterificação 
 
O procedimento adotado para determinação da atividade 
enzimática das lipases foi descrito por Lagnone e Sant’Anna (1999) e 
Bernardes et al. (2007), adaptado por Kruger (2010). A atividade da 
enzima foi quantificada pelo consumo de ácido láurico e álcool n-
propílico com a razão molar ácido:álcool de 3:1, à temperatura de 60 °C, 
com 5% (m/m) de enzima, mantida pela adição da enzima ao meio 
reacional em um reator de vidro aberto de 50 mL, provido de agitação 
magnética e conectado a um banho termostático (Figura 3.5). Alíquotas 
de 150 µL, em triplicata, foram retiradas do meio reacional no tempo 
zero e após 40 minutos de reação e foram diluídas em 20 mL de 
acetona:etanol (1:1) com a finalidade de cessar a reação e extrair ácidos 
restantes. A quantidade de ácido láurico consumido foi determinada pela 
titulação com hidróxido de sódio 0,01 mol/L. Uma unidade de atividade 
foi definida como a quantidade de enzima que conduz ao consumo de 1 
µmol de ácido láurico por minuto nas condições experimentais descritas. 
 
67
  
Figura 3.5 – Equipamento utilizado para medida de atividade 
enzimática. Onde: a) reator encamisado; b) banho termostático e c) 
agitador magnético. 
 
A seguinte equação foi empregada para o cálculo da atividade 
de esterificação da lipase: 
 
eIME
fba
E
VMt
VMVV
A



310
                                              (3.1) 
Onde:  
AE = atividade de esterificação (μmol de ácido/ min. genzima ou 
U/g) 
Va = volume de NaOH gasto na titulação da amostra retirada no 
tempo zero (mL) 
Vb = volume de NaOH gasto na titulação da amostra retirada 
após o tempo t (mL) 
M = molaridade da solução de NaOH (mmol/mL) 
Vf = volume final de meio reacional (mL) 
MIME = massa da enzima imobilizada utilizada na reação (g) 
Ve = volume da alíquota do meio reacional retirada para 
titulação (mL) 
t = tempo de reação (min) 
 
(b) 
(c) 
(a) 
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Todas as medidas foram realizadas em triplicata e o resultado 
apresentado é a média aritmética destas. Neste trabalho, a atividade será 
reportada como atividade residual (%), definida como a razão entre o 
valor da atividade enzimática no tempo “t” e a inicial. 
 
3.7. Determinação das velocidades iniciais de reação 
 
A velocidade inicial da reação enzimática foi calculado na fase 
inicial e linear da curva que representa a cinética da reação, de acordo 
com a Equação 3.2.  
 
                    
t
C
dt
dC
r



   (3.2)
 
 
Onde: 
 
r = velocidade inicial da reação (mol/g/min), 
C = concentração de monoacilgliceróis ou diacilgliceróis (mol/g) e 
t = tempo de reação (min). 
 
Para o cálculo das concentrações molares de MAG e DAG foi 
utilizado como base a massa molar dos compostos escolhidos como 
representativos, a monooleína e a dioleína. Os valores utilizados foram 
356,54 g/mol e 620,99 g/mol, respectivamente para MAG e DAG. Para 
o cálculo das concentrações de TAG foi utilizada a massa molar média 
para o óleo de oliva que é de 876,86 g/mol. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 Neste capítulo, são apresentados os planejamentos 
experimentais e os estudos cinéticos realizados para investigação da 
influência das variáveis da reação de glicerólise enzimática do óleo de 
oliva. 
 
4.1 Produção enzimática de mono e diglicerídeos em n-butano 
pressurizado na presença de surfactante AOT 
 
4.1.1 Efeito da pressão, temperatura e concentração de surfactante 
AOT no sistema 
 
Nesta etapa do trabalho, avaliou-se o efeito da pressão, 
temperatura e concentração do surfactante AOT no sistema. A Tabela 
4.1 apresenta os resultados do planejamento experimental, onde pode ser 
observado que em 2 h de reação foram alcançadas altas concentrações 
de MAG, aproximadamente 70% (m/m), como pode ser observado nos 
experimentos 5 e 7. Somando-se com a concentração de DAG, chega-se 
em uma concentração de aproximadamente 80%, o que significa uma 
conversão quase completa de TAG que estava presente no início da 
reação. 
A Figura 4.1 apresenta o Gráfico de Pareto, onde pode ser 
observado que o teor de surfactante tem um efeito positivo muito 
pronunciado na produção de MAG, enquanto a pressão e a temperatura 
apresentam efeito negativo. 
A partir do planejamento anterior, decidiu-se proceder uma 
investigação variando-se agora a pressão de 1 (sem solvente 
pressurizado) até 20 bar (com n-butano pressurizado), mantendo as 
faixas de temperatura e concentração de AOT, 30 a 70 
°
C e 2,5 a 7,5 % 
(m/m), respectivamente. Estas faixas foram adotadas porque um 
aumento na concentração de AOT poderia ser inadequado no aspecto 
econômico, mas mantendo-se a faixa de temperatura original poderia ser 
interessante devido à temperatura ótima de trabalho da enzima. A 
Tabela 4.2 apresenta a matriz do segundo planejamento experimental, 
com as respostas em termos de concentração de MAG, DAG e TAG. 
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Figura 4.1 - Gráfico de Pareto dos efeitos de temperatura, pressão e 
concentração de AOT na produção enzimática de MAG (p<0,05).  
 
A Figura 4.2 mostra os efeitos das variáveis na resposta. Os 
resultados mostram que a temperatura não afetou significativamente a 
produção de MAG enquanto a concentração de AOT teve um efeito 
positivo significativo sobre a produção de MAG. É interessante notar 
também na Figura 4.2 o efeito negativo das interações entre pressão e 
temperatura, temperatura e concentração de AOT e finalmente pressão e 
concentração de AOT sobre a concentração de MAG. 
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Os resultados obtidos no primeiro planejamento experimental foram 
estatisticamente analisados, onde foram calculados os coeficientes de 
regressão e os desvios padrão, mostrados na Tabela 4.3, e observa-se 
que a temperatura e interação enzima e agitação não foram 
estatisticamente significativos (p<0,05). 
 
Tabela 4.3 – Coeficientes de regressão para a produção de MAG – 
Primeiro planejamento experimental. 
Parâmetro 
Coeficientes de 
Regressão 
Desvio Padrão p 
Média* 29,10 0,345 0,0001 
(1)Temperatura 1,54 0,378 0,0547 
(2)AOT* 10,97 0,378 0,0011 
(3)Enzima* 9,64 0,378 0,0015 
(4)Agitação* -1,73 0,378 0,0445 
Interação 1 x 2* -2,74 0,378 0,0184 
Interação 1 x 3* 3,13 0,378 0,0142 
Interação 1 x 4 -1,06 0,378 0,1065 
Interação 2 x 3* 2,50 0,378 0,0221 
Interação 2 x 4 -0,01 0,378 0,9789 
Interação 3 x 4 -2,03 0,378 0,0329 
*efeitos significativos a p<0,05. 
 
Os parâmetros não significativos foram adicionados à falta de 
ajuste para a análise de variância (ANOVA) apresentada na Tabela 4.4, 
resultando na validação de um modelo empírico codificado para 
produção de MAG como função da concentração de enzima, de AOT, 
agitação, interação entre temperatura e AOT, temperatura e 
concentração de enzima e por último concentração de enzima e AOT. 
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 Tabela 4.4 – Análise de variância para a produção de MAG no primeiro 
planejamento experimental. 
Fonte de 
Variação 
Soma dos 
Quadrados 
Graus de 
liberdade 
Quadrado 
Médio 
F 
calculado 
Regressão 2097,145 3 699,0482 10,29025 
Residual 475,532 7 67,93309  
Falta de 
ajuste 
447,952 5 
  
Erro Puro 27,579 2   
Total 2572,676 10   
 R = 0,93; F0,05; 7; 11  = 3,01 
 
O coeficiente de correlação R obtido foi de 0,93 e o F calculado 
foi aproximadamente 3 vezes maior que o valor tabelado, sendo que 
estes validaram estatisticamente o modelo (p<0,05), representado pela 
Equação 4.1, para a conversão de MAG na faixa investigada, e 
permitiram a construção das superfícies de resposta apresentadas na 
Figura 4.5. 
 
EAOT03,2ET50,2AOTT74,2Agit73,1
E64,9AOT97,1010,29(%)MAGConversão


     
     (4.1) 
 
Mesmo que a concentração máxima de MAG + DAG 
encontrada neste planejamento, de aproximadamente 74% (m/m) no 
experimento 7, não seja maior que a concentração de MAG + DAG 
obtida no planejamento anterior (experimento 7, 81% (m/m)), estes 
valores podem ser considerados relevantes se comparados com os 
rendimentos obtidos através dos processos convencionais de catálise 
química, como demonstrado no Capítulo 2. 
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Figura 4.2 – Gráfico de Pareto dos efeitos de Temperatura, Pressão e 
Concentração de AOT na produção enzimática de MAG (p < 0.05) 
baseado nos dados experimentais do segundo planejamento 
experimental. 
 
Ainda com o intuito de guiar a investigação, outro planejamento 
experimental foi delineado, fixando a temperatura no menor nível, 30 
°C, e diminuindo a concentração de AOT (0,1 a 2,5 % (m/m)) e 
mantendo a faixa de pressão do último planejamento experimental (1 a 
20 bar). Para este caso, como mostrado na Tabela 4.5, a concentração 
máxima de MAG obtida foi aproximadamente 46% (m/m), enquanto 
que em termos de MAG + DAG, foi de aproximadamente 65% (m/m), 
teor menor, mas não negligenciável quando comparado ao teor 
encontrado no primeiro planejamento, de aproximadamente 81% (m/m). 
Como poderia ser esperado para este caso, como foi visto nos 
estudos de Fiametti (2008) e Valério (2009), a concentração de AOT 
teve um efeito positivo na produção de MAG (Figura 4.3). Pode ser 
notado a partir da Tabela 4.5 que, com exceção do experimento 2, em 
todos os casos, o emprego de n-butano foi benéfico para a produção de 
MAG, apontando sua importância na minimização das possíveis 
restrições à transferência de massa.  
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Figura 4.3 - Gráfico de Pareto dos efeitos de pressão e concentração de 
AOT na produção enzimática de MAG (p < 0,05) baseado nos dados 
experimentais do terceiro planejamento experimental. 
 
Nas faixas de temperatura e pressão investigadas neste trabalho, 
o n-butano se comporta como um líquido comprimido, mas ainda exibe 
pequenas variações de densidade. Assim, como notado para o propano, 
sistemas homogêneos foram observados para os sistemas formados por 
glicerol + óleo de oliva + n-butano + AOT para todas as condições aqui 
investigadas (Bender et al., 2008).  
Levando em consideração os estudos presentes na literatura e os 
resultados encontrados no presente estudo, pode ser concluído que a 
glicerólise é de fato um sistema complexo de reação, envolvendo, neste 
caso, glicerol, óleo de oliva, n-butano como solvente e surfactante AOT. 
Acredita-se que o surfactante promove a ocorrência da reação na 
interface glicerol/óleo e como consequência, a conversão da reação pode 
ser melhorada. Neste caso, parece ser plausível que as microemulsões 
contribuam para a formação das micelas reversas, com consequente 
aumento da área interfacial para a reação ser melhor catalisada, o que 
poderia demonstrar o papel essencial do surfactante para promover 
maiores conversões de MAG e DAG . 
 
4.1.2 Estudo cinético da glicerólise enzimática em n-butano 
pressurizado na presença de surfactante AOT 
 
Um estudo cinético da glicerólise enzimática foi ainda realizado 
em n-butano e na presença de AOT, e nesta seção serão apresentados os 
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 resultados referentes às cinéticas, avaliando-se os efeitos da razão molar 
glicerol:óleo e concentração de enzima no sistema, pois a condição que 
apresentou a maior concentração de MAG, apresentada na Tabela 4.1, 
com 70 ºC, 10 bar e concentração de AOT em 7,5% (m/m) foi definida 
para avaliar a cinética da reação em até 6 h de experimento. As cinéticas 
foram destrutivas, ou seja, para cada ponto experimental da curva, foi 
realizado um experimento. Nas figuras desta seção os pontos 
experimentais foram unidos por uma linha contínua apenas como forma 
de melhor visualização do comportamento da reação. 
A Tabela 4.6 apresenta as velocidades iniciais de formação de 
DAG e MAG e de consumo de TAG de cada cinética, as quais foram 
calculadas para os primeiros 60 min de reação, que corresponderam à 
faixa linear da curva. No decorrer do item 4.1 estão discutidos os 
resultados obtidos para as velocidades iniciais de formação dos 
produtos. 
 
Tabela 4.6 - Velocidades iniciais das cinéticas estudadas em relação à 
formação de monoglicerídeos e diglicerídeos e ao consumo de 
triglicerídeos. Valores para uma base de cálculo de 100 g de substratos. 
Ensaio Enzima (%, m/m) Razão molar G:O r0 (mmol/min) 
1 5 2:1 0,16 
2 7,5 2:1 0,67 
3 10 2:1 0,72 
4 7,5 6:1 0,27 
5 7,5 10:1 0,16 
 
4.1.2.1 Efeito da concentração de enzima na cinética de produção 
enzimática de MAG e DAG em n-butano pressurizado na 
presença do surfactante AOT 
 
O efeito da concentração de enzima no sistema foi avaliado 
mantendo-se fixas as condições do sistema em 7,5% (m/m) de AOT, 
agitação em 600 rpm, 70 °C e razão molar glicerol:óleo de 2:1, razão 
mássica de n-butano para substratos de 4:1, possibilitando a obtenção 
das curvas cinéticas apresentadas na Figura 4.4. 
Pode ser observado a partir das Figuras 4.4 – (a), (b) e (c) que a 
concentração dos produtos alcançou o máximo em aproximadamente 2 h 
de reação, em todos os casos. A concentração máxima de MAG foi 
alcançada em 6 horas de reação (65%) para o sistema com 7,5% de 
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enzima. A diminuição na concentração de MAG e DAG quando grandes 
quantidades de enzima são utilizadas pode ser explicada pelas limitações 
de transferência de massa quando uma grande quantidade de enzima está 
presente no meio. 
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Figura 4.4 - Efeito da adição de enzima sobre a concentração de MAG e 
DAG à temperatura de 70 °C, 10 bar, agitação em 600 rpm, razão molar 
glicerol:óleo de 2:1, razão mássica solvente para substratos de 4:1 e 
7,5% (m/m) de AOT em relação à massa dos substratos. (a) 5% (m/m), 
(b) 7,5% (m/m) e (c) 10% (m/m) de enzima imobilizada. 
 
Através das respostas obtidas para as velocidades iniciais da 
reação da produção de MAG em função da variação das concentrações 
de enzima imobilizada, foi possível verificar que a menor concentração 
de enzima no meio reacional (5% (m/m)), apresentou a menor 
velocidade inicial de reação 0,16 mmol/min, e nesta condição 
experimental, ao final da reação, a concentração de MAG é a menor 
dentre as três condições cinéticas em estudo. Para o conteúdo 
enzimático de 7,5% (m/m), a taxa inicial foi de 0,67 mmol/min, e com 
10% (m/m) de enzima imobilizada no meio reacional, a taxa inicial 
(c) 
(a) (b) 
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 calculada foi de 0,72 mmol/min, maior dentre as três condições, porém, 
com conteúdo de MAG de aproximadamente 45% (m/m) ao final do 
experimento, menor que na condição anterior (aproximadamente 65%, 
m/m). Assim, como nos resultados encontrados neste trabalho, Fiametti 
et al. (2008), ao estudarem o sistema reacional para produção de MAG 
através da glicerólise do óleo de oliva utilizando lipase Novozym 435, 
como catalisador e AOT como surfactante observaram que na variação 
do conteúdo enzimático na faixa de 1 a 10% (m/m), quando a 
concentração de enzima imobilizada no meio reacional foi de 10% 
(m/m), maiores velocidades iniciais de reação foram observadas. 
Reações enzimáticas em micelas reversas foram discutidas por 
Stamatis et al. (1999), apontando que a catálise enzimática em sistemas 
de duas fases consistindo de uma fase apolar e uma fase aquosa 
(contendo a enzima) é geralmente afetada por limitações difusionais na 
área interfacial. Entretanto, o excesso de enzima não aumenta a 
conversão, assim como pode-se observar na Figura 4.4 – (c), a adição de 
10% (m/m) de enzima ao meio reacional diminuiu a concentração dos 
produtos ao longo da reação, quando comparada com a curva de 7,5% 
de enzima, indicando que dentre as 3 testadas, a concentração de enzima 
de 7,5% é a melhor concentração de enzima considerando-se o 
rendimento, assim como Fiametti (2008) observou em seu estudo. 
 
4.1.2.2 Efeito da razão molar de glicerol para óleo de oliva na 
cinética de produção enzimática de MAG e DAG em n-
butano pressurizado na presença do surfactante AOT 
 
O efeito da razão molar glicerol:óleo de oliva também foi 
estudado. A Figura 4.5 – (a), (b) e (c) apresenta as curvas cinéticas 
referentes às diferentes razões molares analisadas. Pode ser notado que 
um aumento na razão molar glicerol para óleo de oliva diminui 
progressivamente a concentração em termos de MAG e DAG. 
Provavelmente, esta diminuição na concentração dos produtos seja 
devida à visível aderência do glicerol ao suporte da enzima, impedindo a 
formação dos produtos, pois ao final da reação verificou-se uma grande 
dificuldade para a remoção da enzima imobilizada do meio reacional. 
Yang et al. (2005a) analisaram o efeito da razão molar 
glicerol:óleo (4,5:1, 7:1, 9:1, 11:1, 13:1 e 46:1) na glicerólise do óleo de 
girassol a 70 °C, 8% (m/m) de enzima imobilizada Novozym 435, 500 
rpm e 5 horas de reação, em um sistema livre de solvente, sem o uso de 
surfactantes e fluido pressurizado. Os autores obtiveram uma 
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concentração máxima de MAG de 17% com razão molar glicerol:óleo 
em 9:1. Assim, isto significa que o efeito dos substratos pode seguir dois 
caminhos: um aumento na quantidade de glicerol além da 
estequiometria da reação pode favorecer a produção de MAG através do 
deslocamento da reação para a formação de produtos; por outro lado, 
uma elevação na quantidade de glicerol certamente afetará a polaridade 
do sistema a assim influenciará sua estabilidade e homogeneidade. 
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Figura 4.5 – Cinética de produção de MAG e DAG variando a razão 
molar de glicerol:óleo. Condições experimentais: 70 ºC, 10 bar, 
concentração de enzima de 7,5% (m/m), razão mássica de n-butano para 
substratos de 4:1, agitação de 600 rpm e concentração de AOT de 7,5% 
(em relação à massa dos substratos). (a) 2:1, (b) 6:1 e (c) razão molar 
glicerol:óleo de 10:1. 
 
É interessante observar que o rendimento de DAG é maior 
quanto menor é a razão glicerol:óleo. Ao final de 360 min de reação, 
para a cinética com razão molar 2:1, a concentração é de 10,5% em 
DAG, para a relação de 6:1, obteve-se 9,5% de DAG e para a relação 
10:1, 8% de concentração em DAG, indicando que a restrição/supressão 
(a) (b) 
(c) 
83
 do glicerol na reação estimula a produção de DAG, conforme proposto 
por Moquin et al. (2005), Moquin et al. (2006) e Cheirsilp et al. (2007). 
Corroborando com os resultados encontrados neste trabalho, 
Cheirsilp et al., (2007) estudaram a cinética da produção de MAG 
através da glicerólise enzimática da palmoleína sob condições reacionais 
de 45 
◦
C, 300 rpm, razão molar acetona/iso-octano 3:1 (v/v), TAG 7,16 
mM, glicerol 19,14 mM e 0,6 g de lipase imobilizada PS. Os resultados 
obtidos possibilitaram a construção de modelos matemáticos. A 
simulação dos resultados mostrou que altas concentrações de substratos 
levaram a altas velocidades iniciais de produção, mas baixos 
rendimentos de MAG. Assim, concentrações altas de palmoleína e 
glicerol de até 7,16 e 19,14 mM, respectivamente, apresentaram 
velocidade de produção inicial de 0,33 mMh
-1
. 
As velocidades iniciais de reação foram 0,67, 0,27 e 0,16 
mmol/min para razão molar glicerol:óleo de 2:1, 6:1 e 10:1, 
respectivamente. Através dos resultados obtidos, pode ser observado 
que o aumento da quantidade de glicerol no meio reacional desfavorece 
a formação dos produtos, como pode ser claramente observado na 
Figura 4.5. A cinética utilizando a relação de 10:1 de glicerol:óleo teve 
uma velocidade inicial menor, provavelmente pela baixa transferência 
de massa inicial causada pela grande quantidade de glicerol no meio 
reacional. Por outro lado, para a cinética na razão molar glicerol:óleo 
2:1, a concentração de DAG foi a mais elevada, chegando a 10 % 
(m/m). 
Baseado nos trabalhos disponíveis na literatura, nos resultados 
deste grupo de pesquisa (Fiametti, 2008; Valério, 2009) e nos resultados 
encontrados neste estudo, pode-se considerar que a glicerólise é um 
sistema de reação complexo, envolvendo, neste caso, glicerol, óleo de 
oliva, n-butano como solvente pressurizado e surfactante AOT. 
Acredita-se que o surfactante promova a reação na interface 
glicerol/óleo e por consequência a conversão da reação seja melhorada 
(Stamatis et al., 1999). Neste caso as microemulsões podem estar 
contribuindo para a formação das micelas reversas, com um consequente 
aumento na área interfacial para a transformação dos substratos, o que 
poderia demonstrar que o uso de um surfactante pode promover maiores 
conversões de MAG e DAG. 
 Decorrente dos resultados apresentados nesta seção, dois artigos 
completos foram publicados em periódicos, conforme apresentado ao 
final deste trabalho, no Apêndice B. 
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4.2 Estudo da produção de MAG e DAG em sistema de ultrassom 
 
Nos últimos anos, a tecnologia ultrassônica começou a ser 
utilizada mais largamente no campo da biotecnologia. Os cientistas têm 
combinado a tecnologia ultrassônica e biotecnologia, usando a energia 
física do ultrassom sobre as células para criar mudanças 
conformacionais na estrutura das enzimas, alterando assim a atividade 
da enzima (Chisti, 2003). 
Os resultados do estudo da produção de MAG e DAG em 
diferentes meios ultrassônicos, obtidos na presente tese, encontram-se 
publicados no periódico Ultrasonics Sonochemistry, conforme 
apresentado no Apêndice B desta tese. 
As reações de glicerólise foram realizadas sem agitação, com 
uma sonda ultrassônica (tecnicamente, um transdutor ultrassônico, 
também denominado de sonotrodo), variando a intensidade da irradiação 
de 25 a 40% da potência total do equipamento, em temperatura 
constante de 65 °C e razão molar de glicerol para óleo de 2:1. Os 
resultados estão apresentados na Tabela 4.7, onde pode ser notado que 
os conteúdos de MAG e DAG, a partir do teste em branco, realizado 
sem enzima e sem surfactante no meio reacional, pode ser considerado 
desprezível, demonstrando que a reação de glicerólise na condição 
estudada não pode ser considerada como auto catalítica, mesmo sob 
influência da irradiação fornecida ao meio. 
Entretanto, quando a lipase Novozym 435 é adicionada ao meio 
reacional, na concentração de 7,5% (em reação à massa dos substratos), 
rendimentos da ordem de 30% em termos de MAG e DAG foram 
obtidos em 20 min de reação, mostrando o relevante papel da enzima na 
reação. A verificação dos resultados indica, no entanto, que existe uma 
perda maior de atividade quando a potência de irradiação é elevada, 
provocando a desnaturação da lípase, possivelmente devido ao contato 
direto entre as partículas de enzima e a sonda ultrassônica, o qual 
interfere, de certo modo, com o rendimento da reação.  
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 Tabela 4.7 - Resultados de glicerólise do óleo de oliva sob irradiação 
ultrassônica, utilizando o Aparato 1, sem agitação e temperatura 
constante de 65 °C e razão molar glicerol para óleo de 2:1. 
Condição 
MAG 
(%) 
(m/m) 
DAG 
(%) 
(m/m) 
TAG 
(%) 
(m/m) 
AGL 
(%) 
(m/m) 
AE 
(U/g)
a
 
Reação em branco (sem enzima e sem 
surfactante) 
25% potência, 10min 4,18 1,58 74,66 0,21 - 
25% potência, 20min 4,19 2,47 73,57 0,35 - 
30% potência, 10min 6,55 4,76 69,33 0,44 - 
40% potência, 20min 6,93 4,8 68,85 0,23 - 
 7,5 % (m/m) enzima, sem surfactante e 20 
min de reação 
25% potência 19,64 9,11 51,83 0,63 52,7 
30% potência 16,50 7,03 56,88 0,33 45,4 
35% potência 21,33 10,74 48,47 0,28 43,1 
40% potência 17,56 6,75 56,81 0,38 39,5 
 7,5 %(m/m) enzima, 16 %(m/m) surfactante, 
30% potência de irradiação  
Triton X-100, 5 min 10,92 4,08 65,72 0,09 47,7 
Triton X-100,15 min 10,75 1,96 67,88 0,05 46,0 
Triton X-100,25 min 11,41 4,29 67,76 0,62 44,0 
      
AOT, 5 min 8,24 4,44 66,76 0,17 39,8 
AOT, 15 min 3,32 6,94 71,97 0,12 37,0 
AOT, 25 min 4,67 10,58 67,81 0,28 36,2 
      
Tween 65, 5 min 7,07 2,90 69,76 0,26 38,5 
Tween 65, 15 min 5,42 2,61 73,67 0,13 40,2 
Tween 65, 25 min 9,01 4,21 68,05 0,37 39,9 
      
Tween 85, 5 min 2,85 1,12 76,99 0,26 38,8 
Tween 85, 15 min      7,69      3,37       69,22       0,69       41,2 
 Tween 85, 25 min   9,91   3,54    68,54    0,42    39,5 
a: AE (Atividade Enzimática, U/g) 
 
Na tentativa de melhorar a eficiência da reação, um surfactante 
foi adicionado ao meio reacional (em concentração constante de 16% 
com relação à massa dos substratos), mantendo fixa a concentração de 
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enzima em 7,5% (m/m) e irradiação em 30% (150 W) da potência total, 
variando o tempo de reação. Os resultados para os quatro surfactantes 
testados, Triton X-100, AOT, Tween 65 e Tween 85, apresentaram 
rendimentos de MAG + DAG abaixo de 15 % (m/m), 
independentemente do tempo de reação. Estes resultados estão muito 
abaixo comparados com os resultados obtidos com os mesmos 
surfactantes em sistema livre de solvente e pressão ambiente, estudados 
por Fiametti et al. (2008), Valério et al. (2009a) e Valério et al. (2009b), 
ou com fluidos pressurizados (Valério et al., 2009b, Valério et al., 
2010b), que foram acima de 50 % (m/m) de MAG + DAG. 
Pode ser notado também, na Tabela 4.7, que a atividade 
enzimática ficou em torno de 70% do valor da atividade enzimática 
original (enzima não utilizada, com atividade inicial de 55 U/g). Assim, 
o surfactante parece não ter um importante papel na influência de 
atividade enzimática e na reação enzimática. 
Os resultados da reação de glicerólise enzimática realizada em 
banho ultrassônico, sob agitação mecânica de 600 rpm, 65 °C, razão 
molar de glicerol para óleo de 2:1, potência de ultrassom de 132 W e 2 
horas de reação estão descritos na Tabela 4.8. 
Pode ser notado a partir da Tabela 4.8, que sem o uso do 
catalisador, a reação apresentou baixos rendimentos MAG e DAG. Por 
outro lado, quando a enzima foi utilizada, na concentração de 7,5% em 
relação à massa dos substratos, foram obtidos rendimentos elevados de 
MAG e DAG, em torno de 52% (m/m) em geral, mesmo sem a adição 
de surfactante, mostrando assim o papel significante do catalisador. 
 
Tabela 4.8 - Resultados de glicerólise enzimática em banho de 
ultrassom a 600 rpm, 65 
o
C, razão molar glicerol para óleo de 2:1, 
potência do ultrassom de 132 W e 2 h de reação. 
Condição 
MAG (%) 
(m/m) 
DAG (%) 
(m/m) 
TAG (%) 
(m/m) 
AGL (%) 
(m/m) 
AE 
(U/g) 
Reação contraste 5,12 7,74 67,24 0,21 - 
Sem surfactante 14,54 38,95 31,24 0,19 47,9 
Triton X-100 16,94 34,06 29,41 0,34 51,9 
AOT 25,90 12,73 41,62 1,88 51,1 
Tween 65 15,33 31,79 33,62 1,63 67,8 
Tween 85 19,67 34,37 26,64 1,24 68,3 
 
Pode ser visto também, na Tabela 4.8, que os rendimentos 
similares para todos os surfactantes, próximos a 50% (m/m) de MAG + 
DAG, com exceção do surfactante AOT, que apresentou cerca de 38% 
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 (m/m) de MAG e DAG. Os resultados podem ser considerados 
relevantes, uma vez que bons rendimentos em MAG e DAG podem ser 
obtidos a partir do uso de irradiação ultrassônica, com pouca perda de 
atividade enzimática, apontando assim para uma possível reutilização do 
catalisador. Além disso, o fato de que rendimentos superiores podem ser 
obtidos sem o uso de surfactantes numa reação sem adição de solventes 
pode ser interessante científica e tecnologicamente para a produção de 
MAG e DAG, evitando onerosos processos de separação. Estes 
resultados, analisados paralelamente ao estudo de Feltes et al. (2010), 
que realizou a glicerólise enzimática de óleo de peixe, utilizando a lipase 
Novozym 435, a 55 °C, 600 rpm, com 10% de enzima e 10% de 
surfactante (Tween 65 e Tween 85), (porcentagem em relação aos 
substratos) e 2 h de reação, permitem fazer uma breve comparação a 
respeito do uso do ultrassom. O presente estudo apresentou resultados 
mais elevados para DAG, 31,79% e 34,37% (Tween 65 e Tween 85, 
respectivamente) enquanto que o estudo de Feltes alcançou 19,41% e 
17,04%, para Tween 65 e Tween 85, respectivamente, demonstrando o 
efeito positivo do ultrassom conforme mencionado no início do 
parágrafo. 
A respeito do efeito do ultrassom na atividade enzimática pode 
ser verificado nos resultados das Tabelas 4.7 e 4.8, que a atividade 
enzimática aumenta ou diminui, indicando que uma mudança de 
conformação na estrutura ou suporte da enzima ocorreu provavelmente 
depois do tratamento com ultrassom. De acordo com a literatura, uma 
onda ultrassônica, que é uma flutuação de pressão periódica, pode 
controlar as características da enzima alterando sua estrutura em 
resposta a perturbação dinâmica (Hoshino et al., 2006). Irradiação 
ultrassônica de 10 a centenas de kHz podem fazer perturbações em 
certas regiões das enzimas afetando assim sua atividade. Esta 
propriedade do ultrassom pode permitir um controle sobre as funções 
desejáveis em uma enzima. 
A tolerância das enzimas para o ultrassom pode depender da 
localização física da enzima na célula ou de sua massa molecular. No 
entanto, muito pouco é conhecido e relatado sobre o verdadeiro efeito do 
ultrassom no comportamento da enzima, devido a resultados 
contraditórios de ativação e inativação de enzimas em tratamento com 
ultrassom. Ao contrário da desativação enzimática tradicional, o 
processo de sonicação não destrói o sítio ativo da enzima, e isto pode ser 
claramente demonstrado para a alfa-amilase, peroxidase, lacase e 
fosfatase alcalina (Ozbek e Ulgen, 2000; Rehorek et al., 2004; Basto et 
al., 2007). 
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No entanto, a desativação de algumas enzimas através do 
ultrassom, incluindo protease alcalina, glicose-6-fosfatase desidrogenase 
e tripsina, foi observada quando uma alta potência de ultrassom de 500 
W foi utilizada (a potência habitual usada é de 25 a 150 W) (Basto et al., 
2007). Isto foi provavelmente devido à reação da hidroxila ou radicais 
hidrogênio formados com a cadeia proteica (Basto et al., 2007), os quais 
podem permitir a agregação da enzima, assim obstruindo os sítios ativos 
enquanto que ao mesmo tempo diminui a estabilidade da proteína (Tian 
et al., 2004). Além disso, forças de cisalhamento que ocorrem no fluido 
durante a irradiação ultrasônica também têm um papel significante na 
inativação da enzima (Ozbek e Ulgen, 2000). 
 Mesmo que nenhum trabalho tenha sido encontrado na literatura 
a respeito da produção de MAG e DAG através da glicerólise 
enzimática sob irradiação ultrassônica, pode ser mencionado o estudo de 
Babicz et al. (2010), que descreveram a produção de diacilgliceróis 
através da hidrólise parcial do óleo de soja catalisado por lipase em 
banho ultrassônico, 125 W e frequência de 47 kHz, sob agitação 
mecânica. Melhores rendimentos (cerca de 40% (m/m)) e pequenos 
tempos de reação (1,5 h) foram obtidos sob sonicação quando 
comparados com processos térmicos. Outro trabalho, Zhong et al. 
(2010), reporta a produção de MAG e DAG a partir da glicerólise 
enzimática de óleo de soja em agitação mecânica, na presença de NaOH 
como catalisador, com e sem solvente, sob banho de ultrassom, variando 
a potência de 40 a 100 W, e frequência de 25 kHz. A formação de DAG 
não foi observada no sistema livre de solvente em nenhuma das 
condições experimentais, mas quando os solventes orgânicos foram 
empregados, rendimentos de 60% (m/m) de MAG e DAG foram 
observados.  
A partir destes dois estudos relatados no parágrafo anterior, o 
uso do aparato experimental de banho de ultrassom e das condições 
experimentais pode ser comparado com o presente estudo, no entanto, 
neste caso, foram utilizados um catalisador reutilizável (enzima) e um 
sistema livre de solventes.  
 
4.3 Estudo cinético da glicerólise enzimática em meio ultrassônico 
 
A partir dos resultados obtidos com a glicerólise sem o uso de 
surfactante, realizada em banho ultrassônico sob agitação mecânica, 
foram realizados diversos experimentos cinéticos, variando a razão 
molar de glicerol para óleo, temperatura e concentração de enzima, os 
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 quais estão apresentados na Tabela 4.9. Com este objetivo, a glicerólise 
enzimática foi realizada em um tempo de 6 horas, em cinética com 
amostragem não destrutiva. As amostras foram retiradas nos tempos de 
15, 30, 45, 60, 120, 240 e 360 minutos.  
A Tabela 4.9 apresenta as velocidades iniciais de formação de 
DAG e MAG de cada cinética, as quais foram calculadas para os 
primeiros 60 min de reação, que  correspondem à faixa linear da curva. 
No decorrer do item 4.3 serão discutidos os resultados obtidos para as 
velocidades iniciais de formação dos produtos. 
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Tabela 4.9 - Resultados de velocidades iniciais de formação de MAG e 
DAG em reações de glicerólise enzimática em meio ultrassônico, com 6 
horas de reação, potência do ultrassom de 132 W e agitação de 600 rpm. 
Exp. 
 
Temperatura 
(
o
C) 
% enzima 
imobilizada 
(m/m) 
Razão molar 
glicerol:óleo 
(mol/mol) 
rMAG  
(mmol/min) 
rDAG  
(mmol/min) 
1 70 2,5 0,8:1 0,048 0,035 
2 70 2,5 1:1 0,062 0,049 
3 70 2,5 2:1 0,109 0,046 
4 70 2,5 3:1 0,096 0,033 
5 70 7,5 0,8:1 0,428 0,152 
6 70 7,5 1:1 0,258 0,179 
7 70 7,5 2:1 0,265 0,150 
8 70 7,5 3:1 0,160 0,117 
9 70 10 0,8:1 0,248 0,125 
10 70 10 1:1 0,197 0,143 
11 70 10 2:1 0,255 0,085 
12 70 10 3:1 0,167 0,107 
13 50 7,5 2:1 0,054 0,035 
14 50 10 0,8:1 0,095 0,101 
15 50 10 1:1 0,121 0,119 
16 50 10 2:1 0,061 0,028 
17 60 2,5 2:1 0,126 0,068 
18 60 7,5 2:1 0,168 0,127 
19 60 10 0,8:1 0,190 0,146 
20 60 10 1:1 0,171 0,145 
21 60 10 2:1 0,171 0,144 
22 60 10 3:1 0,116 0,098 
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 4.3.1 Efeito da razão molar glicerol:óleo 
 
Para analisar o efeito da razão molar glicerol:óleo, foram 
realizados experimentos a 70 °C, com concentração de enzima de 2,5, 
7,5 e 10% (m/m), agitação de 600 rpm, potência do ultrassom de 132 W, 
sem surfactante, e as razões molares de glicerol para óleo variando de 
0,8:1, 1:1, 2:1 e 3:1. Os resultados obtidos para as cinéticas contendo 
2,5, 7,5 e 10% (m/m) de enzima estão apresentados na Figura 4.6, 4.7 e 
4.8, respectivamente. 
A partir da Figura 4.6-a, pode-se observar que os experimentos 
realizados na concentração de enzima de 2,5% (m/m) apresentaram 
concentrações baixas de MAG e DAG, para as razões molares 
estudadas. Na Figura 4.6-a, utilizou-se a razão molar de 0,8:1 
(glicerol:óleo), que, a partir do estudo das etapas de reação de glicerólise 
enzimática, verificou-se que o equilíbrio pode ser deslocado para o 
produto de interesse, MAG e/ou DAG, em diferentes condições, como 
relataram Cheirsilp et al. (2007). Para todas as condições apresentadas 
na Figura 4.6, até 60 minutos de reação, a concentração de MAG + 
DAG, não alcançou mais que 10% (m/m).  
O experimento com razão molar glicerol para óleo de 1:1 
apresentou, ao final da reação, em 360 min, 25% (m/m) de DAG e 12 % 
(m/m) de MAG, mostrando-se a melhor condição em termos de 
concentração de produtos para a concentração de enzima de 2,5% (m/m) 
em relação à massa dos substratos e temperatura de 70 °C. Pelos dados  
de velocidade inicial de reação apresentados na Tabela 4.9, pode-se 
notar que a condição com razão molar glicerol:óleo de 2:1 apresentou a 
maior velocidade inicial para formação de MAG, que foi de 0,109 
mmol/min, mostrando que com o aumento da concentração de glicerol 
no meio reacional eleva a velocidade de reação, diminuindo, porém, 
quando há glicerol em excesso, como se pode ver no experimento 4, 
com razão molar de glicerol:óleo de 3:1, onde a velocidade inicial foi de 
0,096 mmol/min. O mesmo comportamento pode ser observado para a 
produção de DAG, que obteve a menor velocidade inicial no 
experimento 4, ficando com 0,033 mmol/min. 
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Figura 4.6 – Cinética de produção de MAG e DAG variando a razão 
molar de glicerol:óleo. Condições experimentais: 70 ºC, concentração de 
enzima de 2,5% (m/m), agitação de 600 rpm, potência do ultrassom de 
132 W e sem a utilização de agente surfactante. (a) 0,8:1, (b) 1:1, (c) 2:1 
e (d) razão molar glicerol:óleo de 3:1. 
 
Foram estudadas também diferentes razões molares para 
sistemas com 7,5% (m/m) de enzima e temperatura de 70 °C, agitação 
de 600 rpm e potência de ultrassom de 132 W. A partir da Figura 4.7, 
pode ser observada uma rápida velocidade inicial de reação com 
concentrações consideráveis de MAG e DAG em até 2 horas de reação. 
Portanto, a partir de um ponto de vista prático, a reação poderia ser 
interrompida, devido a aspectos econômicos, pois apresenta pequenos 
ganhos de conversão dos reagentes em produtos após certo tempo de 
reação.  As velocidades de reação para a produção de MAG diminui 
com o aumento da concentração de glicerol, passando de 0,428 
mmol/min na condição de 0,8:1 (glicerol:óleo) para 0,160 mmol/min na 
condição de 3:1 (glicerol:óleo). No caso da velocidade inicial de 
formação de DAG, seu máximo está na condição de razão molar 1:1, em 
0,179 mmol/min, porém, a menor velocidade inicial de formação de 
DAG também foi observada na condição de razão molar de 3:1, que foi 
de 0,117 mmol/min. 
(a) 
(c) (d) 
(b) 
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 A estequiometria da reação requer uma razão molar de glicerol 
para óleo de 2:1, mas a produção de MAG e DAG pode ser favorecida 
pelo deslocamento da reação para a formação de produtos elevando a 
razão molar de glicerol para óleo além do valor estequiométrico. 
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Figura 4.7 – Cinética de produção de MAG e DAG variando a razão 
molar de glicerol:óleo. Condições experimentais: 70 ºC, concentração de 
enzima de 7,5% (m/m), agitação de 600 rpm, potência do ultrassom de 
132 W e sem a utilização de agente surfactante. (a) 0,8:1, (b) 1:1, (c) 2:1 
e (d) cinética de razão molar glicerol:óleo de 3:1. 
 
Como mencionado por Yang et al. (2005), o efeito da razão dos 
substratos pode afetar o rendimento dos produtos em dois modos. Um 
aumento na quantidade de glicerol além da estequiometria pode 
favorecer a produção de MAG através do deslocamento da reação para a 
formação de produtos. Por outro lado, um aumento da quantidade de 
glicerol certamente afeta a polaridade do sistema assim como influencia 
a estabilidade e homogeneidade do sistema. Além disso, Cheirsilp et al. 
(2007), quando conduziram a glicerólise em óleo de palma utilizando 
lipase imobilizada, argumentaram que altas concentrações de glicerol 
podem levar a um aumento na velocidade inicial da reação de produção 
de MAG e também na concentração final de monoacilgliceróis. 
Coteron et al. (1998) avaliaram o efeito da razão molar de 
glicerol para óleo (3:1 e 6:1) na glicerólise enzimática de óleo de oliva 
sem solventes, a 75 °C e observaram que, após 4 horas, ambos sistemas 
(a) 
(b) 
(c) 
(d) 
(b) 
(d) 
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alcançaram níveis estáveis de concentração de MAG e, depois de 7 h, o 
excesso de glicerol não afetou o conteúdo dos produtos. No presente 
caso, os dados experimentais mostram que o excesso de glicerol não é 
eficiente no início da reação, mas se torna importante depois de certo 
tempo de reação. Além disso, parece que a supressão do glicerol a partir 
da relação estequiométrica, favorece a produção de DAG, que é uma 
reação de produção intermediária. A partir dos resultados apresentados 
na Figura 4.7a, podemos observar que os conteúdos de MAG + DAG 
com cerca de 63% (m/m) foram alcançados em tempos longos, 
indicando assim uma rota promissora para a produção de MAG e DAG 
utilizando irradiação ultrassônica utilizando razões molares de glicerol: 
óleo baixas (0,8:1). 
A Figura 4.8 mostra os resultados para a mesma temperatura 
(70 °C), porém com concentração de enzima elevada (10%), onde pode 
ser observada uma menor concentração de MAG e DAG, quando 
comparados com os resultados obtidos com a condição de concentração 
de enzima em 7,5%. Este fato pode ser explicado devido a uma baixa 
mistura do meio reacional, visto que a quantidade de enzima adicionada 
ao meio é grande, e assim pode-se ocorrer uma limitação de 
transferência de massa. Este resultado está de acordo com estudos 
anteriores, onde mostram que um aumento da quantidade de enzima 
acima de uma certa quantia pode apresentar um efeito negativo no 
rendimento dos produtos, podendo aumentar somente as taxas de reação 
(Feltes et al., 2012; Kruger et al., 2010; Valério et al., 2009b; Watanabe 
et al., 2003; Yang et al., 2005).  
Observando-se as velocidades iniciais do experimento 8 e 12, 
apresentados na Tabela 4.9, para MAG e DAG (ambos com razão molar 
2:1, porém com concentração de enzima de 7,5 e 10%, 
respectivamente), pode-se notar que as velocidades iniciais são muito 
parecidas, 0,160 e 0,167 mmol/min para MAG, e 0,117 e 0,107 
mmol/min  para DAG, respectivamente. Isso demonstra que a 
velocidade inicial pode se alterar muito pouco com a quantidade de 
enzima adicionada ao meio reacional, entretanto há uma grande 
alteração na velocidade inicial com a mudança na quantidade de 
substratos, como pode ser observado nas velocidades iniciais dos 
experimentos 9 a 12, para a formação de DAG, obteve uma velocidade 
de 0,125 mmol/min no experimento 9 (razão molar 0,8:1), já no 
experimento 10 (1:1), elevou-se para 0,143 mmol/min, e no experimento 
11(2:1), teve um diminuição (0,085 mmol/min). 
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Figura 4.8 – Cinética de produção de MAG e DAG variando a razão 
molar de glicerol:óleo. Condições experimentais: 70 ºC, concentração de 
enzima de 10% (m/m), agitação de 600 rpm, potência do ultrassom de 
132W e sem a utilização de agente surfactante. (a) 0,8:1, (b) 1:1, (c) 2:1 
e (d) razão molar glicerol:óleo de 3:1. 
 
Por outro lado, analisando os resultados para as condições 
experimentais apresentadas anteriormente, ao final das 6 horas de 
reação, o rendimento de MAG é altamente influenciado pelo aumento da 
razão molar glicerol:óleo, como visto, como por exemplo, nos 
experimentos 5 a 8, onde a concentração de MAG aumenta, cerca de 
13%, 39% e 36%, com o aumento razão molar  de 1:1, 2:1 e 3:1, 
respectivamente. 
Estas informações ficam claras ao serem observadas as 
velocidades iniciais de formação de MAG para as três condições até 
aqui apresentadas (2,5, 7,5 e 10% de enzima e 70 °C) na razão molar de 
3:1, que foram de 0,096, 0,160 e 0,167 mmol/min, respectivamente. 
Estas cinéticas conduziram a velocidades de formação de MAG mais 
baixas, quando comparadas com as cinéticas de 0,8:1, 1:1 e 2:1 nesta 
(a) (b) 
(d) 
(c) (d) 
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mesma temperatura, provavelmente pelo aumento de viscosidade do 
meio causada pela grande quantidade de glicerol e consequente 
diminuição da transferência de massa. 
 Com o objetivo de racionalizar energia e também avaliar o 
perfil da reação em temperaturas mais baixas, a temperatura do sistema 
foi reduzida de 70 °C para 50 °C, adotando-se as concentrações 
enzimáticas de 7,5% e 10% para esta temperatura, variando a razão 
molar glicerol:óleo em 0,8:1, 1:1 e 2:1, de acordo com os experimentos 
13 a 16, da Tabela 4.9. A condição de concentração enzimática de 2,5% 
apresentou concentrações dos produtos desprezíveis, por isso não será 
avaliada neste estudo. Os resultados referentes às cinéticas com 
temperatura reacional de 50 °C estão apresentados na Figura 4.9. 
A partir da Figura 4.9, pode ser notado que a produção de MAG 
e DAG é mais baixa nestas condições quando comparadas as condições 
experimentais na temperatura de 70 °C, como no caso dos experimentos 
7 (70 °C) e 13 (50 °C), para a mesma concentração de enzima (7,5%) e 
razão molar glicerol:óleo (2:1). Para a concentração enzimática de 10%, 
comparado com 70 °C, praticamente valores similares foram 
encontrados a 50 °C e razão molar glicerol:óleo de 0,8:1 e 1:1, porém 
resultados muito inferiores foram encontrados na condição com razão 
molar de glicerol:óleo 2:1 (experimento 16). A baixa miscibilidade do 
glicerol com o óleo também pode ser a causa da baixa concentração de 
produtos observada nos experimentos na temperatura de 50 °C. Não 
foram realizados experimentos na condição de razão molar de 
glicerol:óleo de 3:1 nesta temperatura devido a baixa miscibilidade dos 
reagentes, ou seja, o excesso de glicerol no meio reacional dificulta a 
transferência de massa para o sítio ativo da enzima pela sua aderência ao 
suporte enzimático, como pode ser visto no estudo de Valerio (2009) 
que apresentou concentrações baixas de MAG e DAG quando utilizou 
razões molares de glicerol:óleo superiores a 6:1. Yang et al. (2005b) 
analisaram o efeito da razão molar glicerol:óleo (4,5:1, 7:1, 9:1, 11:1, 
13:1 e 46:1) na glicerólise do óleo de girassol com temperatura de 70 
°C, 8% (m/m) de lipase imobilizada Novozym 435, 500 rpm e 5 horas 
de reação, em sistema livre de surfactante e solvente e obtiveram 
somente 17% de MAG com a razão molar 9:1 de glicerol:óleo. 
É de senso comum que a temperatura apresenta dois 
importantes papéis no sistema reacional. Primeiramente, um aumento da 
temperatura pode reduzir a viscosidade da mistura, elevar a solubilidade 
e melhorar o processo de difusão dos substratos, reduzindo assim as 
limitações devido à transferência de massa, além de favorecer as 
interações entre a enzima e os substratos. Além disso, as enzimas 
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 possuem uma temperatura ótima de atuação, estabelecida para cada 
sistema reacional, e no caso da enzima utilizada neste estudo, está 
situada na faixa de 50 a 70 °C (Kruger et al., 2010; Valerio et al., 2009a; 
Coteron et al., 1998; Kristensen et al., 2005 e Novo Nordisk, 1992). 
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Figura 4.9 – Cinética de produção de MAG e DAG variando a razão 
molar de glicerol:óleo. Condições experimentais: 50 ºC, agitação de 600 
rpm, potência do ultrassom de 132 W e sem a utilização de agente 
surfactante. (a) 0,8:1, (b) 1:1 com concentração de enzima de 7,5% e, (c) 
razão molar glicerol:óleo de 2:1, com concentração de enzima de 10% 
(m/m). 
 
Observando também as velocidades iniciais de reação, pode-se 
notar que tanto para MAG e DAG, as velocidades iniciais apresentam o 
mesmo comportamento. Na condição com razão molar 0,8:1, a 
velocidade inicial de formação de MAG e DAG, foram de 0,095 
mmol/min e 0,101 mmol/min, respectivamente, e elevando este valor na 
condição de razão molar de 1:1, com 0,121 mmol/min e 0,119 
mmol/min, respectivamente, porém quando elevou-se a razão molar de 
glicerol:óleo para 2:1, houve uma queda nas velocidades iniciais de 
ambos produtos, caindo para 0,061 mmol/min para MAG e 0,028 
mmol/min para DAG, mostrando mais uma vez que o aumento de 
(a) 
(c) 
(b) 
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glicerol no meio reacional pode impedir a formação de DAG. A 
indicação de que a diminuição da concentração de glicerol aumenta a 
produção de DAG vem colaborar com o entendimento de resultados 
semelhantes encontrados na literatura apresentados por Moquin et al. 
(2005 e 2006) e Cheirsilp et al. (2007). 
Levando em consideração os resultados até aqui apresentados, 
foram realizados alguns experimentos elevando-se a temperatura até 60 
°C, como mostrado nas condições dos experimentos 17 a 22 na Tabela 
4.9. Estes experimentos foram divididos em duas etapas, onde nos 
experimentos 17 e 18 variou-se a concentração de enzima, e nos 
seguintes manteve-se a concentração de enzima constante e variou-se a 
razão molar de glicerol:óleo, onde os resultados estão apresentados na 
Figura 4.10. Os experimentos 17 e 18 serão reportados no próximo item. 
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Figura 4.10 – Cinética de produção de MAG e DAG variando a razão 
molar de glicerol:óleo. Condições experimentais: 60 ºC, concentração de 
enzima de 10% (m/m), agitação de 600 rpm, potência do ultrassom de 
132 W e sem a utilização de agente surfactante. (a) 0,8:1, (b) 1:1, (c) 
2:1, (d) razão molar glicerol:óleo de 3:1. 
 
(a) 
(b) 
(c) 
(d) 
(b) 
(d) 
99
 Nestes experimentos da Figura 4.10 (a) e (b), pode-se observar 
o mesmo comportamento reacional das cinéticas quando comparadas as 
condições experimentais com temperaturas de 50 °C e 70 °C, porém as 
concentrações dos produtos foram muito próximas às condições 
experimentais de 70 °C e muito mais elevadas que nas condições de 50 
°C. Como foi dito anteriormente, esta temperatura está mais próxima da 
ideal para a atuação da enzima (Novo Nordisk, 1992), isto pode então 
explicar as concentrações parecidas dos produtos para as temperaturas 
de 60 °C e 70 °C. 
 
4.3.2 Influência da temperatura de reação 
  
Com a finalidade de avaliar o efeito da temperatura sobre o 
conteúdo de MAG e DAG manteve-se fixa a razão molar glicerol:óleo 
de oliva em 2:1, agitação em 600 rpm, concentração de enzima de 7,5% 
(m/m), possibilitando assim a obtenção das curvas de conteúdo de MAG 
e DAG em função do tempo, conforme apresentado na Figura 4.11. 
Com os resultados obtidos neste estudo, verifica-se claramente 
que a temperatura apresenta-se como uma variável de grande influência 
em sistemas reacionais que envolvem a presença de catalisadores 
enzimáticos. Através da Figura 4.11 é possível verificar que a 
temperatura que proporcionou a melhor atuação do catalisador, 
conduzindo à obtenção de maiores conteúdos de MAG e DAG foi a 
condição utilizando temperatura de 70 °C, atingindo valores de 40% em 
termos de MAG e 14% em termos de DAG em 2 h de reação e 
mantendo a concentração até o fim das 6 h de reação. Por outro lado, na 
menor temperatura estudada, 50 °C, a concentração de MAG não passou 
de 20% ao final de 6 h de reação. 
Com base no exposto anteriormente, é possível concluir que, 
para este sistema reacional utilizando Novozym 435, 70 °C é a 
temperatura que proporciona melhor atuação do catalisador enzimático 
levando à obtenção de maiores conteúdos de MAG e DAG. 
Estes resultados corroboram com outros estudos relacionados a 
glicerólise enzimática, como por exemplo, Yang et al. (2005b), que 
avaliaram o efeito da temperatura na glicerólise enzimática do óleo de 
girassol em um sistema livre de solvente e surfactante constituído por 10 
% de enzima (Novozym 435), razão molar de glicerol:óleo 4,5:1, 500 
rpm de agitação nas temperaturas de 40 °C e 70 °C. Os autores 
observaram que, após 24 h de reação, a conversão de MAG alcançou 
16% (m/m) a 40 °C, e o mesmo valor foi observado com 5 horas de 
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reação a 70 °C (com 8% de enzima), uma reação muito mais rápida, 
porém não atrativa do ponto de vista comercial. Pawongrat et al. (2007) 
estudaram o efeito da temperatura (30 a 50 °C) na produção de MAG a 
partir do óleo de atum com a enzima lipase imobilizada comercial IM-
AK. Os autores observaram que na faixa de temperatura de 30 a 45 °C, a 
produção de MAG aumentou com a temperatura.  
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Figura 4.11 – Cinética de produção de MAG e DAG variando a 
temperatura. Condições experimentais: razão molar glicerol:óleo 2:1, 
concentração de enzima de 7,5% (m/m), agitação de 600 rpm, potência 
do ultrassom de 132 W e sem a utilização de agente surfactante. (a) 50 
°C, (b) 60 °C, (c) 70 °C. 
 
Comparando-se as cinéticas da Figura 4.11, pode-se observar 
que quando a temperatura é elevada de 50 °C para 70 °C, a reação se 
torna muito mais rápida, com velocidades iniciais de formação dos 
produtos maiores com o aumento da temperatura, 0,054 e 0,035 
mmol/min, 0,168 e 0,127 mmol/min, 0,265 e 0,150 mmol/min, para 
MAG e DAG a 50, 60 e 70 °C, respectivamente, e, além disso, maiores 
concentrações de MAG e DAG são obtidas.  
 
(a) (b) 
(c) 
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 4.3.3 Influência da concentração de enzima no meio reacional 
 
Na Figura 4.12 são comparadas três cinéticas realizadas nas 
mesmas condições, 60 °C, razão molar de glicerol para óleo de 2:1, 
variando a concentração de enzima utilizada nas reações. Pode ser 
observado a partir das Figuras 4.12 (a), (b) e (c) que o aumento da 
concentração do catalisador aumenta somente os valores da velocidade 
da reação, o que fica evidenciado ao se observar as velocidades iniciais 
obtidas: 0,514 e 1,872 mmol/min para produção de MAG e 0,155 e 
0,394 mmol/min para a produção de DAG, respectivamente para as 
reações com 2,5 e 10% (m/m) de enzima no meio reacional.  
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Figura 4.12 – Cinética de produção de MAG e DAG variando a 
concentração de enzima no meio reacional. Condições experimentais: 
razão molar glicerol:óleo 2:1, temperatura de 60 °C, agitação de 600 
rpm, potência do ultrassom de 132 W e sem a utilização de agente 
surfactante. (a) 2,5%, (b) 7,5% e (c) 10% de enzima em relação à massa 
dos substratos. 
 
Levando em consideração os experimentos até aqui 
apresentados, pode-se observar que o aumento da concentração de 
enzima de 7,5% a 10%, não se justifica, pelo fato de que os rendimentos 
(a) (b) 
(c) 
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finais de MAG e DAG são muito parecidos, e assim pouco 
influenciados pela elevação da concentração de enzima. Além disto, 
uma quantidade maior de enzima adicionada ao meio reacional pode 
ocasionar a formação de aglomerados de enzima, fazendo com que o 
sítio ativo das enzimas não esteja disponível para os substratos, 
conforme relatada por Yang et al. (2005a), Valerio et al. (2009b) e 
Kruger et al. (2010). 
 
 
4.4 Medida da atividade enzimática 
 
 As medidas das atividades enzimáticas residuais foram 
determinadas ao final de cada experimento cinético, e na Tabela 4.10 
estão reportados os valores de atividade enzimática (U/g) e atividade 
residual (%) de cada experimento. A atividade enzimática média do lote 
de enzima utilizado nestes experimentos foi de 65 U/g. 
 Na Tabela 4.10 pode ser observado que na temperatura de 70 
°C (experimentos 1 a 12), a atividade residual ao final dos experimentos 
1 a 8 apresentaram valores próximos, isso indica que a elevação de 
quantidade de enzima até 7,5% (m/m) não altera a atividade, porém, 
com o aumento da concentração de enzima no sistema para 10%, nos 
experimentos restantes (9 a 12), a atividade residual diminuiu cerca de 
15%. Este último dado mostra que o aumento da concentração de 
enzima no meio reacional pode colaborar com a diminuição da 
conversão dos reagentes em produtos, visto que nestes experimentos 
realizados com 10% (m/m) de enzima, a concentração dos produtos foi 
inferior aos experimentos com 7,5% de enzima a 70 °C. Um fato 
interessante a ser notado, é que a razão molar não afetou de maneira 
expressiva a atividade residual, visto que não foram realizados 
experimentos com razões molares de glicerol:óleo maiores que 3:1 neste 
trabalho. 
 Para os experimentos realizados nas temperaturas de 50 °C, os 
resultados também mostraram que nos experimentos realizados nas 
condições com 10% (m/m) de enzima apresentaram atividade residual 
menor (43,83, 52,92 e 54,93% nos experimentos 14, 15, e 16, 
respectivamente) quando comparados ao experimento 13, que foi 
realizado com 7,5% de enzima, e apresentou 62,64% de atividade 
residual. 
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 Tabela 4.10 – Valores de atividade enzimática e atividade enzimática 
residual para os experimentos de glicerólise enzimática em meio 
ultrassônico. 
Exp. 
 
Temperatura 
(
o
C) 
% enzima 
imobilizada 
(m/m) 
Razão molar 
glicerol:óleo 
(mol/mol) 
AE 
(U/g)
a
 
Atividade 
residual (%) 
1 70 2,5 0,8:1 43,19 66,44 
2 70 2,5 1:1 42,86 65,93 
3 70 2,5 2:1 41,93 64,51 
4 70 2,5 3:1 41,12 63,26 
5 70 7,5 0,8:1 43,32 66,64 
6 70 7,5 1:1 44,40 68,31 
7 70 7,5 2:1 45,94 70,67 
8 70 7,5 3:1 43,47 66,87 
9 70 10 0,8:1 33,41 51,40 
10 70 10 1:1 31,84 48,98 
11 70 10 2:1 34,23 52,66 
12 70 10 3:1 29,98 46,12 
13 50 7,5 2:1 40,72 62,64 
14 50 10 0,8:1 28,49 43,83 
15 50 10 1:1 34,40 52,92 
16 50 10 2:1 35,71 54,93 
17 60 2,5 2:1 47,28 72,74 
18 60 7,5 2:1 44,13 67,89 
19 60 10 0,8:1 38,24 58,83 
20 60 10 1:1 39,92 61,42 
21 60 10 2:1 39,95 61,46 
22 60 10 3:1 35,37 54,41 
a: AE (Atividade Enzimática, U/g) 
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 O mesmo comportamento pode ser notado também nos 
experimentos realizados a 60 °C, na concentração enzimática de 2,5% 
(m/m), a atividade residual foi de 72,74%, enquanto que no experimento 
de concentração enzimática de 7,5% (m/m), a atividade residual foi de 
67,49% e no experimento 21, nas mesmas condições dos anteriores 
(razão molar 2:1), a atividade residual ficou em 61,46%. 
 As ondas de ultrassom podem interferir nas características da 
enzima, alterando sua estrutura em resposta à perturbação dinâmica 
provocada pelo ultrassom (Hoshino et al., 2006). Existem poucos 
estudos sobre o efeito do ultrassom sobre as enzimas e têm sido 
relatados resultados contraditórios de inativação e ativação da enzima 
após serem submetidas ao ultrassom. Diferente da tradicional inativação 
das enzimas em temperaturas elevadas, o processo de sonicação não 
destrói o sítio ativo das enzimas. Esta constatação tem sido claramente 
demonstrada com α-amilase, peroxidase de raiz forte, lacase e fosfatase 
alcalina (Ozbek; Ulgen, 2000; Rehorek et al., 2004; Basto et al., 2007; 
Tauber et al., 2008). 
 Diversos trabalhos relatam a realização de síntese enzimática 
em ultrassom em sistemas reacionais livres de solvente e sistemas com 
solventes (Liu et al., 2008; Babicz et al., 2010; Ceni, 2010), mostrando 
que o sistema reacional tem grande influência na síntese enzimática. 
Babicz et al. (2010) verificaram que a taxa de agitação 
mecânica é muito importante para a conversão de mono e diglicerídeos, 
mas altas taxas de agitação podem danificar o suporte da enzima ou 
deixar a enzima aderida à parede do reator, fora da solução reacional, 
diminuindo a capacidade catalítica. Os autores obtiveram os melhores 
resultados com agitação de 700 rpm com as enzimas Lipozyme TL IM e 
Lipozyme RM IM, sendo esta agitação muito próxima a utilizada neste 
estudo (600 rpm). 
Xiao et al. (2005) obtiveram conversão de 98% após 2 horas e 
120 W em banho de ultrassom e apenas 48% foi observada em agitação 
sob as mesmas condições. Observaram também que o ultrassom não 
alterou a regiosseletividade da acilação enzimática. 
Liu et al. (2008) observaram que na hidrólise do óleo de soja 
em sistema livre de solvente em ultrassom o rendimento das reações foi 
aumentado em 94, 64, 58, 41 e 34% em tempos de 1, 2, 4, 4 e 5 horas, 
respectivamente, quando comparado ao rendimento obtido nas 
condições de agitação em banho termostatizado, provavelmente devido 
ao fato de o ultrassom induzir a uma melhor dispersão e diminuir a 
aglomeração da enzima. 
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 Babicz et al. (2010) avaliaram o efeito da concentração de 
enzima (1 e 2% m/m) na hidrólise de óleo de soja em ultrassom 
(frequência de 47 kHz e potência de 125 W) e observaram que quando 
utilizado 1% m/m de Lipozyme TL IM  em 1,5 horas o rendimento foi 
de 40% e quando utilizado 2% m/m da mesma enzima, o rendimento foi 
de 32% em 3 horas. Os autores avaliaram o efeito da concentração de 
enzima utilizando as enzimas Lipozyme RM IM e Novozym 435. Com a 
Lipozyme RM IM a concentração de 1% m/m apresentou um 
rendimento de 41% enquanto 2% m/m de enzima 34%. A Novozym 435 
apresentou rendimento de 32% quando utilizado 1% m/m de enzima e 
30% com 2% m/m da enzima, mostrando que com menores 
concentrações de enzima, foram obtidos maiores rendimentos com as 
duas enzimas testadas. 
Liu et al. (2008) avaliaram o efeito da concentração de enzima 
na hidrólise de óleo de soja, para os intervalos de 0,1, 0,55, 1, 2 e 3% de 
lipase de C. lipolytica em sistema livre de solvente utilizando ultrassom. 
A taxa de reação mostrou aumento rápido seguido por um ligeiro 
aumento, juntamente com o aumento da concentração de 0,1% para 
0,55% e de 0,55% para 3%, respectivamente. Não foi observada 
diminuição da taxa de reação com o aumento da concentração da 
enzima. Com base nestes resultados, os autores acreditam que exista 
uma concentração de enzima crítica (0,55% neste caso), acima do qual a 
interface de reação está saturada. 
 
4.5. Considerações finais 
 
Os resultados apresentados neste capítulo contribuem para o 
melhor entendimento da glicerólise enzimática para a produção dos 
emulsificantes MAG e DAG, bem como para o desenvolvimento de 
novas rotas de produção destes compostos. O estudo cinético indicou as 
condições experimentais para maximização dos produtos desejáveis, 
onde foram discutidos fatores ainda pouco explorados na literatura, 
como por exemplo, a maximização da produção de DAG pela restrição 
de glicerol no meio reacional.  
A glicerólise enzimática com n-butano pode ser uma rota 
alternativa para métodos convencionais, devido aos altos teores obtidos 
dos produtos (70% MAG), que foram alcançados em 70 °C, 7,5% (m/m) 
de enzima e  10 bar, com uma relativa baixa relação mássica de solvente 
para substrato (4:1), quando comparado as elevadas razões reportadas na 
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literatura, de até 10:1, e razão molar estequiométrica em baixos tempos 
de reação (2 horas). 
Um ponto interessante trata da concentração de enzima no meio 
reacional, onde foi observado que concentrações acima de 7,5% (m/m, 
em relação aos substratos glicerol e óleo) pouco influenciam na 
formação dos produtos de interesse da reação. 
Em relação às concentrações observadas nas diferentes 
condições experimentais utilizando meio ultrassônico, o maior valor 
encontrado para a produção de MAG foi verificado utilizando as 
condições reacionais de 70 ºC, 7,5% (m/m) de enzima, relação molar de 
glicerol:óleo de 2:1. Para a produção de DAG, as condições em que 
obteve-se a maior velocidade inicial foram nas condições de 70 ºC, 
7,5% (m/m) de enzima, relação molar de glicerol:óleo de 0,8:1. As 
condições experimentais que resultaram nas maiores conversões de 
MAG, ao final das 6 horas de reação, foram as que utilizaram razão 
molar de glicerol:óleo de 2:1 (> 30%, m/m). 
É interessante observar também que, as reações que utilizaram a 
relação molar de glicerol:óleo de 3:1 foram as que apresentaram as 
menores velocidades iniciais para MAG e DAG. Além disso, as 
condições experimentais que resultaram nas maiores conversões de 
DAG, ao final das 6 horas de reação, foram as que utilizaram a menor 
razão molar de glicerol:óleo - 0,8:1 (45%, m/m). O experimento que se 
obteve, ao final da reação, o maior rendimento de MAG + DAG (64%, 
m/m) foi o que utilizou as condições de 70 ºC, 7,5% (m/m) de enzima, 
razão molar de glicerol:óleo de 0,8:1. 
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5. CONCLUSÕES 
 
Os experimentos realizados provaram o potencial do uso de 
enzimas lipases imobilizadas, no presente caso, da lípase Novozym 435, 
como catalisador da reação de glicerólise. Além disso, mostraram-se 
primordiais tanto a contribuição da utilização de solvente pressurizado 
como meio para diminuir a resistência à transferência de massa no 
sistema glicerol:óleo, bem como a utilização de meio ultrassônico para 
maximização da produção de MAG e DAG. 
- Em meio pressurizado, a pressão de 10 bar, 70 °C, 7,5% 
(m/m) de enzima, razão mássica solventes:substratos de 4:1 e razão 
molar de 2:1 e utilizando AOT como surfactante promoveu elevadas 
concentrações dos produtos, especialmente MAG (70%, m/m) em 2 
horas de reação. 
- Nas reações de glicerólise utilizando uma sonda, onde variou-
se a intensidade da irradiação de 25 a 45% da potência total, em 
temperatura constante de 65 °C e razão molar de glicerol para óleo de 
2:1. Os conteúdos de MAG e DAG, a partir do teste em branco, 
realizado sem enzima e sem surfactante no meio reacional, pode ser 
considerado desprezível, demonstrando que a reação de glicerólise na 
condição estudada não pode ser considerada como auto catalítica, 
mesmo sob influência da irradiação fornecida ao meio. Na adição da 
enzima Novozym 435 ao meio reacional, na concentração de 7,5% (em 
reação à massa dos substratos), rendimentos da ordem de 30 % em 
termos de MAG e DAG, foram obtidos em 20 minutos de reação, 
mostrando o relevante papel da enzima na reação.  
- A adição de surfactantes ao meio reacional (em concentração 
constante de 16% com relação à massa dos substratos) sendo eles Triton 
X-100, AOT, Tween 65 e Tween 85, mantendo fixa a concentração de 
enzima em 7,5% (m/m) e irradiação em 30% (150 W) da potência total, 
apresentaram rendimentos de MAG + DAG abaixo de 15 % (m/m), 
independente do tempo de reação. Além disso, os resultados 
apresentados deduzem que a sonda pode danificar a superfície da 
enzima que existe uma perda maior de atividade quando a potência de 
irradiação é elevada, possivelmente devido ao contato direto entre as 
partículas de enzima e a sonda ultrassônica, o qual interfere, de certo 
modo, com o rendimento da reação.  
- Os resultados da reação de glicerólise enzimática realizada em 
banho ultrassônico, sob agitação mecânica de 600 rpm, 65 °C, razão 
molar de glicerol para óleo de 2:1, potência de ultrassom de 132 W e 2 
 horas de reação mostram que sem o uso do catalisador e do surfactante, 
a reação não apresentou rendimentos aceitáveis de MAG e DAG. Por 
outro lado, quando a enzima foi utilizada, foram obtidos rendimentos 
elevados de MAG e DAG, em torno de 50% (m/m) em geral, mesmo 
sem a adição de surfactante, mostrando assim o papel significante do 
catalisador. 
- Rendimentos similares foram encontrados para todos os 
surfactantes em estudo, próximos a 50% (m/m) de MAG + DAG, com 
exceção do surfactante AOT, que apresentou cerca de 38% (m/m) de 
MAG e DAG.  
 - As cinéticas das reações foram investigadas em diferentes 
razões molares de glicerol e óleo de oliva, temperatura e concentrações 
de enzima em meio ultrassônico. Concentrações apreciáveis de MAG 
(>16% e 39%, m/m) e DAG (>44% e 19%, m/m) foram obtidas em 
razão molar de 0,8:1 e 2:1, respectivamente, concentração de enzima 
baixa (7,5%, m/m) e temperatura muito próxima à temperatura ótima da 
enzima (70 °C) em 240 min de reação. 
Um ponto importante a ser considerado é que a razão molar de 
glicerol e óleo é um fator altamente seletivo, pois nos experimentos com 
menor quantidade de glicerol, a formação dos produtos é direcionada 
para a formação de DAG e nos experimentos com maior quantidade de 
glicerol, a formação dos produtos está direcionada para a maior síntese 
de MAG. 
 
5.1 Sugestões para trabalhos futuros 
 
A partir da consecução desta pesquisa e das conclusões 
delineadas anteriormente, pode-se sugerir, para a continuidade deste 
trabalho: 
 Estudar o reuso da enzima, nas condições otimizadas nas 
reações de glicerólise, para os diferentes meios testados;  
 Quantificar o teor de ácidos graxos livres presentes; 
 Avaliar a extração líquido-líquido ou a centrifugação do meio 
ao final das reações, visando à remoção do glicerol presente no 
meio reacional, de forma a dosar o teor de mono- e 
diacilgliceróis em relação ao total de mono-, di-, triacilgliceróis 
e ácidos graxos livres presentes;  
 Avaliar a reação de glicerólise de óleo de oliva utilizando-se 
outras lipases (comerciais ou não comerciais) como 
catalisadores; 
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 Verificar a influência de diferentes concentrações de água no 
meio reacional no rendimento dos produtos de interesse;  
 Avaliar o pH do meio no decorrer da reação e correlacionar 
com a atividade da enzima; e 
 Realizar a separação e purificação de MAG e DAG ao final da 
glicerólise enzimática. 
 
5.2 Produção científica decorrente da consecução desta tese 
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2009. 
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APÊNDICE A  
 
CROMATOGRAMAS 
 
Neste capítulo são apresentados, para exemplificação, alguns 
cromatogramas obtidos no decorrer do estudo. A Figura 1A corresponde 
aos cromatogramas da cinética com as seguintes condições: 7,5% (m/m) 
de enzima, 70 ºC, relação molar glicerol:óleo de 1:1, ao longo das 6 h de 
reação. Ao final deste experimento obteve-se em torno de 35% (m/m) de 
MAG e 25% (m/m) de DAG (resultados em base livre de solvente e 
glicerol). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1A – Cromatogramas da cinética da reação de glicerólise 
enzimática de óleo de oliva, 7,5% (m/m) de enzima, 70ºC, relação molar 
glicerol:óleo de 1:1. Tempo de reação: (a) zero; (b) 30 min; (c) 1h; (d) 
2h; (e) 4h e (f) 6h. Onde: as áreas entre 4,5 a 6,5 min. correspondem a 
região de glicerol, de 11 a 14 min. correspondem a região de ácidos 
graxos livres, de 16 a 20 min. correspondem a região de MAG, de 23 a 
28 min. correspondem a região de DAG e de 30 a 36 min. correspondem 
a região de TAG. 
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Figura 1A – Continuação... 
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